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RESUMO

Marsupiais didelfideos da tribo Thylamyini apresentam grande variacdo geografica em sua
distribuicdo, no uso do habitat e habitos alimentares, embora apresentem uma estrutura craniana
conservada, pode haver impacto das variaveis preditoras (habitat e hébitos alimentares) na
forma craniana e mandibular. Neste sentido, os objetivos deste trabalho foram investigar as
varia¢oes na forma do cranio correlacionadas a dieta, distribui¢@o ¢ habito locomotor, além de
estimar a for¢a do sinal filogenético neste processo. Analisamos a forma do cranio e mandibula,
empregando a morfometria geométrica, para 186 espécimes de oito espécies da tribo
Thylamyini (Thylamys macrurus, T. karimii, T. velutinus, Gracilinanus agilis, G. microtarsus,
Marmosops incanus, M. paulensis, e Cryptonanus agricolai) e estabelecemos 96 marcos
anatdmicos, sendo 33 marcos em vista dorsal do cranio, 25 marcos em vista ventral, 19 marcos
em vista lateral e 19 marcos em vista lateral da mandibula. Em seguida, retiramos o efeito da
alometria, e avaliamos os principais eixos de variacdo e diferenciagao da forma por meio de
analises de componentes principais e variaveis candnicas das coordenadas de Procrustes (PCA
e CVA). Por fim, construimos uma filogenia a partir de dados moleculares de espécimes da
tribo Thylamyini utilizando analises bayesianas, afim de avaliar a forma do ancestral da tribo.
Nossos resultados indicaram que de maneira geral, ndo ha diferencas significativas de forma
entre as oito espécies de Thylamyini, mesmo considerando as diferencas de dieta e uso do
habitat entre as espécies. Ainda assim, foi possivel correlacionar algumas estruturas
morfologicas com dieta e habito locomotor. Somente a vista ventral do cranio e mandibula
apresentaram sinal filogenético, enquanto a vista dorsal e lateral ndo, indicando maior

plasticidade na forma das regides neurocranianas do que nas regides orocranianas.

Palavras-chave: morfometria geométrica; dieta; hdbitos locomotores; sinal filogenético.



ABSTRACT

Didelphids marsupials of the Thylamyini tribe features a great geographic variation in their
distribution, habitat use and diet, although they show a preserved skull structure, but there could
be some association between predictor variables (habitat and eating habits) and the skull and
mandible shape. Therefore, the objectives of this study were to analyze the variations in skull
shape correlated to diet, distribution and locomotor habit, besides estimating the strength of the
phylogenetic signal. We performed geometric morphometric analysis for the skull and mandible
of 186 specimens (from eight species) of Thylamyini marsupials (Thylamys macrurus, T.
karimii, T. velutinus, Gracilinanus agilis, G. microtarsus, Marmosops incanus, M. paulensis;
and Cryptonanus agricolai). We choose 96 anatomical landmarks, being 33 landmarks in the
dorsal view of the skull, 25 landmarks in the ventral view, 19 landmarks in the lateral view and
19 landmarks in the mandible lateral view. Then, we remove the effect of allometry, and
evaluate the main axes variations and differentiation of the shape through analysis of principal
components and canonical variates of the Procrustes coordinates. In addition, we built a
phylogeny based on molecular data from specimens of the Thylamyini tribe using Bayesian
analyzes, in order to assess the shape of the tribe's ancestor. Our results indicated that, in
general, there are no significant differences in shape between the eight species of Thylamyini,
even considering the differences in diet and habitat use between species. It was possible to
correlate some morphological structures with diet and locomotor habit. Only the ventral view
of the skull and mandible showed a phylogenetic signal, while the dorsal and lateral view did
not, indicating greater plasticity in the shape of the neurocranial regions than in the orocranial

regions.

Keywords: geometric morphometry; diet; locomotor habits; phylogenetic signal.
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1 - INTRODUCAO

Os marsupiais do Novo Mundo, ordem Didelphimorphia, resultam de uma das
maiores irradiagdes adaptativas de Metatheria apresentando ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo em praticamente toda a regido e biomas das Américas, desde a Patagdnia Argentina
no extremo sul (34°S), até o extremo norte, nos limites entre os Estados Unidos e o Canada
(49°N) (ASTUA, 2015; GARDNER, 2008). A ordem inclui aproximadamente 100 espécies
distribuidas em wuma unica familia (Didelphidae) e quatro subfamilias: Glironiinae,
Caluromyinae, Hiladelphinae e Didelphinae, sendo esta tltima subdividida em quatro tribos:
Didelphini, Metachirini, Marmosini e Thylamyini (JANSA; BARKER; VOSS, 2014). Essas
subfamilias e tribos representam diferentes linhagens de marsupiais que evoluiram na América
do Sul, adaptando-se a nichos abertos ou florestados, com alguns casos de convergéncia a este
respeito (JANSA; BARKER; VOSS, 2014).

O registro fossil de Didelphidae indica pouca variacdo morfoldgica ao longo de
sua histéria evolutiva desde a transicao Cretaceo-Cenozoico, entre 65 ¢ 70 m.a. (VIEIRA;
ASTUA DE MORAES, 2003). Neste sentido, as formas atuais sdo consideradas como
conservadoras em sua estrutura corporal, incluindo a forma geral do cranio (ASTUA DE
MORAES et al., 2000; VIEIRA; ASTUA DE MORAES, 2003). E possivel que, o recente
evento de extingdo em massa que os didelfideos sofreram no inicio do Mioceno Médio, tenha
se refletido fortemente em sua filogenia conservadora, especialmente se considerarmos que, a
maioria dos clados modernos de Didelphidae se diversificaram recentemente (JANSA;
BARKER; VOSS, 2014).

Marsupiais didelfideos apresentam ampla variagdo de tamanho corporal, desde
espécies com pequeno tamanho e reduzida massa corporal (menor que 30 g) em alguns
representantes de Thylamyini (como por exemplo Cryptonanus spp. ou Gracilinanus spp.), até
espécies com massa corporal superior a 3.000 g, como por exemplo Didelphis spp. (Didelphini)
(CACERES; PREVEDELLO; LORETTO, 2012; GARDNER, 2008). Além disso, com
algumas excegdes, a maioria das espécies apresenta dimorfismo sexual relacionado ao tamanho
corporal (machos geralmente maiores que fémeas) (MELO et al., 2019), ao cranio (ASTUA,
2010) e a denticao (MAGNUS; CACERES, 2017; PAVAN; ROSSI; SCHNEIDER, 2012).
Neste sentido, estudos anteriores com grupos distintos de didelfideos demostraram que, a
alometria desempenha um papel importante na variagdo da forma dos cranios de marsupiais
(ASTUA, 2015; ASTUA DE MORAES et al., 2000; MAGNUS; CACERES, 2017), ¢ até
mesmo na escapula e denticdo molar (ASTUA, 2009; MAGNUS; CACERES, 2017).



Didelfideos apresentam distribuicdo por diferentes tipos de ambientes,
ocorrendo especialmente em ambientes florestados (MELO; SPONCHIADO, 2012; PAGLIA
et al., 2012), mas ocorrendo também em formagdes savanicas como Cerrado stricto sensu ¢
campos rupestres (GARDNER, 2008; MELO; SPONCHIADO, 2012). Apresentam ainda
diferengas no uso vertical do habitat, podendo variar desde espécies preferencialmente
arboricolas (como por exemplo Caluromys spp. € Gracilinanus spp.), espécies escansoriais
(como Marmosops spp.) até espécies preferencialmente terricolas (como Thylamys spp.)
(GARDNER, 2008; PAGLIA et al., 2012). Essa segregacdo ¢ importante para o
particionamento de recursos € muitas espécies de marsupiais coexistem nas florestas
neotropicais compartilhando dietas semelhantes, logo, essa diferenciacdo pode permitir que
explorem diferentes recursos (LESSA; DA COSTA, 2010; MARTINS et al., 2006; VIEIRA;
CAMARGQO, 2012).

Com relagdo a sua dieta, marsupiais didelfideos sdo geralmente reconhecidos
como espécies omnivoras, apresentando uma dieta bastante diversificada (PAGLIA et al., 2012;
SANTORI; LESSA; ASTUA, 2012), embora algumas tendéncias tenham sido observadas:
algumas espécies sdo mais carnivoras, consumindo preferencialmente insetos € pequenos
vertebrados — como Lutreolina, Monodelphis ¢ Thylamys, enquanto outras apresentam uma
dieta preferencialmente frugivora como por exemplo Caluromys (SANTORI; LESSA;
ASTUA, 2012). Entretanto, apesar destas tendéncias, ndo sio conhecidas espécies de
didelfideos com dietas especializadas (SANTORI; LESSA; ASTUA, 2012; VIEIRA; ASTUA
DE MORAES, 2003). Analises mais recentes da dieta das espécies consideram que o consumo
de recursos pode variar ao longo de um gradiente, desde espécies mais frugivoras até aquelas
mais animalivoras (carnivoras e/ou insetivoras) (GOIN et al., 2016); Vieira e Astaa (2003),
ranquearam os géneros de didelfideos desde I at¢ V, variando de acordo com o grau de
carnivoria de sua dieta.

Essa diversidade no uso do habitat e habitos alimentares pode ser observada em
alguns marsupiais da tribo Thylamyini investigadas neste estudo: Crypfonanus agricolai
(MOOIJEN, 1943), tem habito arboricola e geralmente associado a ambientes xéricos (na
Caatinga e Cerrado), ha poucas informagdes sobre sua historia natural e sobre sua alimentagao
(GARDNER, 2008). Porém, estudos recentes com isotopos estaveis de carbono indicam uma
dieta composta preferencialmente por invertebrados (RIBEIRO et al., 2019). Gracilinanus
agilis (BURMEISTER, 1854), ¢ um pequeno marsupial que também possui habitos arboricolas

com ocorréncia no Cerrado e Caatinga brasileira, possui uma dieta onivora-insetivora (LESSA;



DA COSTA, 2010; LESSA; GEISE, 2014). A espécie congenérica G. microtarsus (WAGNER,
1842), também possui habitos arboricolas, sendo considerado como endémico da Mata
Atlantica, apresenta uma dieta com consumo preferencial de invertebrados e pouco consumo
de frutos (MARTINS et al., 2008; MARTINS; BONATO, 2004). Marmosops incanus (LUND,
1840) possui habitos escansoriais, dieta primariamente insetivora com consumo sazonal de
frutas durante a seca (LESSA; DA COSTA, 2010), e distribui¢do para areas florestadas e matas
de galeria no Cerrado (GARDNER, 2008). A espécie congenérica M. paulensis (TATE, 1931)
encontrado apenas em floresta imidas (Mata Atlantica) também possui uma alimentagdo
insetivora, mas incorporando uma maior propor¢do de frutos em sua dieta (LEINER; SILVA,
2007). O género Thylamys possui trés representantes encontrados no Cerrado brasileiro,
possuem habitos terricolas ou escansoriais (PAGLIA et al, 2012). Thylamys macrurus
(OLFERS, 1818), possui uma dieta com o consumo preferencial de artropodes com pouco
consumo de frutos em €pocas secas (MELO et al., 2019). Nao existem estudos especificos sobre
a dieta de T. karimii (PETTER, 1968), apenas o registro de espécimes mantida em cativeiro
com consumo de pequenos passaros, frutos, carne picada, larvas e insetos (SANTORI; LESSA;
ASTUA, 2012). A espécie T. velutinus (WAGNER, 1842), inclui em sua dieta principalmente
artropodes, sendo registrados também o consumo de pequenos vertebrados e partes vegetativas
de plantas na dieta em cativeiro (PALMA; VIEIRA, 2012; SANTORI; LESSA; ASTUA, 2012;
VIEIRA; PALMA, 1996).

Aspectos como sua ampla distribui¢do, diferengas no uso vertical do habitat e
variacoes observadas na dieta das espécies de marsupiais didelfideos (incluindo as espécies de
Thylamyni), contrasta com sua morfologia craniana aparentemente conservadora (ASTUA DE
MORAES et al., 2000; CHEMISQUY et al, 2020; MAGNUS; CACERES, 2017). E
amplamente conhecido que o cranio tem um papel importante, ndo somente na protecao de
orgdos importantes, mas também na coleta e processamento de alimentos, respiracao,
capacidade de sucgdo, entre outros (CHEMISQUY ef al., 2020). De maneira geral, marsupiais
nascem apds um curto periodo de gestacdo, quando os processos basicos de morfogénese da
regido cranio-facial ainda estdo ocorrendo, no entanto, sdo capazes de respirar, sugar, ¢ de se
prender a glandula mamaria da mae afim de completar seu desenvolvimento (ASTUA DE
MORAES et al., 2000; ARMATI et al., 2006). Consequentemente, sua forma ¢ restringida nao
apenas por processos de desenvolvimento, mas também por demandas funcionais (DUMONT
et al., 2016). Estudos anteriores t€ém demonstrado que a forma do cranio, da escapula e da

denticdo molar em marsupiais didelfideos, esta mais fortemente relacionada com sua filogenia



que o uso do habitat ou com sua dieta (ver ASTUA, 2015; ASTUA DE MORAES et al., 2000;
MAGNUS; CACERES, 2017). Até o presente momento, um tnico estudo se propds a investigar
a relacdo entre forma e fungdo em cranios de didelfideos e demonstrou que o tamanho e historia
filogenética explicam mais a forma do cranio em marsupiais didelfideos (CHEMISQUY et al.,
2020). Vale ressaltar que, além da estrutura morfoldgica conservada, as bases de dados
moleculares, asseguram a condi¢do monofilética do grupo (JANSA; BARKER; VOSS, 2014;
VOSS; JANSA, 2009). O grupo apresenta uma filogenia robusta o que facilita estudos
correlacionados a sua historia evolutiva e sua irradiagdo por diferentes habitats Neotropicais
(JANSA; BARKER; VOSS, 2014; MAGNUS; CACERES, 2017).

Por outro lado, a filogenia poderia explicar mais da variagdo da forma (cranio e
mandibula), com espécies intimamente relacionadas, agrupadas por linhagens (tribos ou
subfamilias), compartilhando mais similaridades de forma devido a relacao de parentesco e nao
a influéncia do ambiente (habitats/dieta). J& que as interagdes entre processos ecoldgicos e
evolutivos podem gerar e manter padroes de diversidade de espécies, modelando a dinamica de
extingao, especiacdo, como também os padrdes de distribuicao e abundancia das espécies. Boa
parte da informagdo genética sdo originadas de um ancestral comum e compartilhada entre as
espécies descendentes, como resultado espera-se que espécies filogeneticamente mais proximas
sejam similares em relagdo a atributos morfologicos, fisiolégicos ou comportamentais
(BLOMBERG; GARLAND:; IVES, 2003; DEBASTIANI, 2016).

Nas ultimas décadas a morfometria geométrica se tornou uma ferramenta
importante para o estudo da variagdo da forma e suas covariagcdes (ADAMS; ROHLF; SLICE,
2004). Essa ferramenta € capaz de evidenciar as diferencas entre a variagao do tamanho e forma
de cranios das espécies que podem ser correlacionados com outras variaveis, como por
exemplo, a alimentacao ou o uso do ambiente (LOY; SLICE, 2010). A morfometria geométrica
consiste em utilizar um conjunto de coordenadas cartesianas, como marcagdes em locais de
referéncia, curvas, contornos e superficies, para capturar a informagao geométrica sobre uma
estrutura bioldgica preservando essas informagdes obtidas ao longo das analises (LOY; SLICE,
2010). Nos estudos com marsupiais, essa ferramenta se mostrou importante sendo utilizada em
diversos trabalhos como: andlises da variacdo da forma craniana e mandibular de marsupiais
didelfideos (ASTUA DE MORAES et al., 2000); tamanho e forma na evolu¢do craniana de 2
géneros de marsupiais: Didelphis e Philander (SEBASTIAO; MARROIG, 2013); evolucio do
tamanho e forma de gambas do Novo Mundo (ASTUA, 2015); evolugao da forma molar em

marsupiais didelfideos: andlise da influéncia de fatores ecoldgicos e legado filogenético
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(CHEMISQUY et al., 2015); variacdo geografica da morfologia craniana da espécie
Chironectes minimus (DAMASCENO; ASTUA, 2016); forma, funcio e evolucdo do cranio de
marsupiais de didelfideos (CHEMISQUY et al., 2020); entre outros.



2 - OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Usar a morfometria geométrica para investigar a variacdo morfologica na forma dos
cranios ¢ mandibulas entre oito espécies de marsupiais da tribo Thylamyini (Didelphimorphia:
Didelphidae).
2.2 Objetivos Especificos
1) Investigar as possiveis diferencas morfologicas entre as espécies analisadas;
2) Testar se os diferentes habitats (florestas secas e florestas umidas), os habitos
alimentares e locomotores influenciam sua morfologia craniana;
3) Estimar o sinal filogenético das morfologias craniana e mandibular das espécies

analisadas.



3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de dados

Selecionamos individuos adultos (individuos que possuem erup¢do completa dos
pré-molares e molares superiores, P* e M* (TYNDALE-BISCOE; MACKENZIE, 1976) de oito
espécies da tribo Thylamyini: Cryptonanus agricolai (MOOJEN, 1943), Gracilinanus agilis
(BURMEISTER, 1854), G. microtarsus (WAGNER, 1842), Marmosops incanus (LUND,
1840), M. paulensis (TATE, 1931), Thylamys karimii (PETTER, 1968), T. macrurus (OLFERS,
1818) e T. velutinus (WAGNER, 1842). Os espécimes analisados sdo provenientes de cinco
colecdes zoolodgicas: Colecao de Mastozoologia do Museu de Ciéncias Naturais da Pontificia
Universidade Catolica de Minas Gerais (MCN/PUC.MINAS), Colecao de Mastozoologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Colecao
da Universidade Federal de Santa Maria - RS (UFSM), Colecao da Universidade Federal de
Vigosa (UFV) e Colecdao de Pequenos Mamiferos da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (MDIA/UFVIM).

Fotografamos os cranios em vista dorsal, lateral e ventral, e as mandibulas apenas
em sua vista lateral. Todas as imagens foram obtidas com o auxilio de uma camera fotografica
Canon® (modelo Canon EOS REBEL T2i) apoiada em um tripé, com resolugio de 18
megapixels. Fotografamos os cranios e mandibulas com a mesma orientagdo e escala, com
excecao das fotografias dos individuos da colecao de UFSM-RS, cujas imagens foram obtidas
pelos responsaveis da colegdo, seguindo as orientagdes € escalas mais proximas possiveis das

utilizadas neste trabalho. Todas as imagens incluem uma barra de escala =4 cm.
3.2 Marcos anatomicos

Estabelecemos 96 marcos anatdmicos (segundo ASTUA, 2015), sendo 33
marcos em vista dorsal do cranio, 25 marcos em vista ventral, 19 marcos em vista lateral ¢ 19
marcos em vista lateral da mandibula (ver descricdo dos marcos no Apéndice A) (Figura 1).

Obtivemos os marcos anatdmicos na mesma ordem em cada imagem, utilizando
o software TpsDig2 versdo 2.31 (ROHLF, 2017). Além disso, através do software TpsUtil
versao 1.78 (ROHLF, 2019) os arquivos em formato TPS foram transformados em arquivos
NTS e o fator escala foi incorporado nas imagens, com o intuito de converter as coordenadas
em unidades de pixels para milimetros, possibilitando que as configuragdes dos marcos
anatomicos estejam na mesma escala para todos os espécimes. Para verificar possiveis erros

nos marcos anatdmicos fizemos uma Andlise de Variancia de Procrustes, com um subconjunto
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aleatério dos dados (40 espécimes). Caso os quadrados médios do erro fosses menores (pelo
menos uma ordem de magnitude menor) que os quadrados médios entre os individuos, as
marcagdes seriam consideradas adequadas (SOUTO et al., 2019). Esta analise foi feita apenas
em vista dorsal do cranio.

Para a realizacdo das analises morfométricas, utilizamos o programa MorphoJ
versao 1.07 (KLINGENBERG, 2011) no qual, os marcos anatdmicos foram submetidos a
sobreposicao de Procrustes (Generalized Procruste Analysis- GPA), que consiste na remogao
de todas as informacdes sobre a posi¢do, orientacdo e tamanho isométrico das configuragdes
dos marcos, resultando em um conjuntos de coordenadas alinhadas ou de Procrustes, que
contém apenas as informagdes de forma nio relacionadas ao tamanho isométrico (ASTUA,

2015).

Figura 1 — Marcos anatomicos utilizados nas analises representados em um cranio de Marmosops
incanus (MDIA - 085, Colecao de Pequenos Mamiferos da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri - UFVJM). Os diagramas menores representam os links entre os marcos
anatoOmicos para uma melhor visualizacdo. As descri¢des de cada marco anatdmico estdo apresentadas
no apéndice A.

3.3 Definicao do morfoespaco

A partir das coordenadas obtidas na superimposi¢do de Procrustes para as vistas
dos cranios e mandibula, realizamos uma analise de regressdao e estimamos uma matriz de
covariancia usando-se os residuos dessa regressdo entre as coordenadas de Procrustes e o
tamanho do centroide. Esses residuos representam a forma sem o efeito da alometria. A matriz
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foi submetida a uma Andlise de Componente Principal (PCA), com o intuito de avaliar os
padrdes de variagdo de forma das diferentes vistas do cranio e mandibula descrevendo o
morfoespaco “ocupado” pelas espécies da tribo Thylamyini. As analises foram realizadas no
programa Morphol versdo 1.07 (KLINGENBERG, 2011).

A PCA ¢ capaz de reduzir a dimensionalidade de um grande conjunto de dados,
ao mesmo tempo que preserva o maximo de informacao possivel (JOLLIFE; CADIMA, 2016).
Ou seja, simplifica os padroes de variagdo tornando-os mais simples de interpretar, substituindo
as varidveis originais por novas, chamadas de componentes principais (PC), que sao
combinagdes lineares das varidveis originais, capazes de maximizar a variancia sucessivamente

e independentes umas das outras (ZELDITCH et al., 2004).
3.4 Determinacao dos classificadores

Definimos critérios taxondmicos e ecologicos para os espécimes utilizados,
sendo eles: género, espécie, sexo, dieta, bioma e habitos locomotores. Para os dados da dieta,
definimos uma tabela contendo 10 categorias representando a tendéncia de cada espécie para
frugivoria (alimentagdo composta primariamente por itens frutos) ou insetivoria (alimentagao
composta primariamente por insetos) (BOCCHIGLIERI; MENDONCA; CAMPOS, 2010;
LEINER; SILVA, 2007; LESSA; DA COSTA, 2010; LESSA; GEISE, 2014; MARTINS;
BONATO, 2004; MARTINS et al., 2008; MELO ef al., 2019) sendo assim, obtivemos um total
de 5 categorias. Cada porcentagem de material consumido pelas espécies € convertida em uma
categoria (p.ex. uma espécie que possui a dieta composta por 10% de frutos e 90% de insetos
pertence a categoria B, com tendéncia a insetivoria) (Tabela 1). Além disso, através de buscas
na literatura determinamos dois biomas (Cerrado e Mata Atlantica) e trés habitos locomotores
(arboricola, escansorial e terricola) para as espécies analisadas (VIEIRA; CAMARGO, 2012)
(Tabela 2).



Tabela 1 — Ranqueamento dos habitos alimentares das oito espécies de marsupiais da tribo Thylamyini
investigadas. Categorias definidas segundo a tendéncia para a frugivoria ou insetivoria das espécies
analisadas.

Frugivoria Insetivoria . A
& Categoria Tendéncia

(%) (%)
0 100 A
10 90 B
20 80 C Insetivoria
30 70 D
40 60 E
50 50 F
60 40 G
70 30 H .
20 20 I Frugivoria
90 10 J
100 0 J

Tabela 2 - Dados obtidos na literatura para: biomas, padrdes de estratificagdo e dieta de cada espécie da
tribo Thylamyini, utilizada neste estudo.

Espécie Bioma Habito Locomotor Dieta
Cryptonanus agricolai Cerrado Arboricola C
Gracilinanus agilis Cerrado Arboricola
Gracilinanus microtarsus Mata Atlantica Arboricola B
Marmosops incanus Cerrado Escansorial C
Marmosops paulensis Mata Atlantica Escansorial E
Thylamys karimii Cerrado Escansorial D
Thylamys macrurus Cerrado Terricola A
Thylamys velutinus Cerrado Terricola D

3.5 Analise da variacao da forma

Para as andlises da variagdo da forma do cranio ¢ mandibula das espécies
utilizamos a Andlise de Variaveis Candnica (CVA) (MONTEIRO; REIS, 1999). Esta analise
tem como intuito descrever as diferencas entre grupos especificados a priori em um conjunto
de dados multivariados (MONTEIRO; REIS, 1999), simplificando a descri¢do das diferencas
entre os grupos (ZELDITCH et al., 2004). Além disso, produz variaveis candnicas (CV), as

quais sdo combinagdes lineares de variaveis originais que maximizam as diferencas entre os
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grupos (MCKEOWN; SCHMIDT, 2013). Os grupos a priori sdo os critérios taxondmico de
género, e ecologicos de dieta e habitos locomotores definidos anteriormente.

Com o intuito similar ao CVA, utilizamos também a Analise da Funcao
Discriminante (DFA). A DFA ¢ capaz de avaliar os padroes de variagdo dentro do grupo e
identificar a afinidade bioldgica de espécimes individuais (MCKEOWN; SCHMIDT, 2013),
porém difere da CVA ao examinar apenas a separagao entre dois grupos (conhecidos a priori)
de observacdes (KLINGENBERG, 2011). O grupo a priori ¢ o critério ecologico de bioma
(habitat). Ambas as analises (CVA e DFA) foram realizadas pelo programa Morphol versao
1.07 (KLINGENBERG, 2011).

3.6 Analise Filogenética

Para construcao da arvore filogenética, utilizamos os genes BRCA1, CYTB e
OGT depositados no GenBank (BENSON et al., 2000) e selecionamos um total de 56
marsupiais, do qual consistem em 5 géneros da Tribo Thylamyini e, como grupo externo, 7
espécies do género Didelphis e 2 do género Metachirus (ver dados dos genes em apéndice B).

Alinhamos as sequéncias obtidas usando o algoritmo Crustal W implementado
pelo programa MEGAT7 versao 7.0 (KUMAR et al., 2015). Para resolugdo das ambiguidades no
gene nuclear heterozigoto BRCAL, as fases gaméticas foram estimadas pelo programa PHASE
incluido no software DnaSP versao 6.0 (ROZAS et al., 2017). A partigao de cddons foi feita
pelo programa Partition Finder hospedado no portal CIPRES Science Gateway v.3.3 (MILLER
et al., 2010) e o modelo evolutivo de substitui¢ao nucleotidica foi escolhido via reversible-jump
do pacote RBS versao 1.3.1 implementado no programa *BEAST versao 2.4 (DRUMMOND e
BOUCKAERT, 2014) permitido heterogeneidade de gamma rate e sites invariantes.

O método filogenético usado foi o Bayesiano e as andlises foram feitas pelo
programa *BEAST versao 2.4 (SUCHARD et al., 2018). O modelo de diversificagdo escolhido
foi o Yule com trés cadeias independentes de MCMC de 300.000.000 geragdes amostradas a
cada 50.000 geragdes. Os arquivos log e de arvores obtidos foram compactados em um Unico
arquivo pela ferramenta LogCombiner e as melhores 10.000 arvores foram resumidas em uma
unica arvore consenso pela ferramenta TreeAnnotator. ambas disponiveis no pacote *BEAST
versdao 2.4 (SUCHARD et al., 2018). O tamanho amostral eficaz (effective sample sizes (ESS))
foi visualizado e conferido pelo programa Tracer versao 1.7.1 (RAMBAUT et al., 2018) sendo
validas somente as andlises de ESS com valores maiores que 200 para cada parametro dado

pelo *BEAST.
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Apbs a construcao da arvore filogenética, a mesma foi “podada” com o auxilio
do programa Mesquite versao 3.61 (MADDISON e MADDISON, 2019). Para mapear os dados
das filogenias utilizamos o método de parcimdnia de mudanga ao quadrado (MADDISON,
1991) capaz de reconstruir a localizagdes dos nds internos da filogenia para visualiza¢do das
formas ancestrais reconstruidas, sendo feita pelo programa MorphoJ versio 1.07
(KLINGENBERG, 2011).

Para estimar o sinal filogenético nas morfologias do cranio e mandibula das
espécies pertencentes a tribo Thylamyini utilizamos a versdo generalizada do K de
BLOMBERG (BLOMBERG; GARLAND; IVES, 2003) para dados multiplos como proposto
por Adams et al. (2014), que mede a tendéncia das espécies estreitamente relacionadas de serem
mais similares devido a ancestralidade comum em caracteristicas multivariadas como a forma
(ADAMS, 2014). Esse método foi feito utilizando o programa R (RSTUDIO TEAM, 2020).
Além disso, foram feitas 999 iteragcdes para se gerar o modelo nulo, testando a significancia e

o valor de k.
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4 - RESULTADOS

4.1 Espécimes examinados

Examinamos um total de 186 espécimes adultos de 8 espécies de 4 gé€neros de
marsupiais da tribo Thilamyini (Tabela 3). As amostras foram separadas em sexos apenas para
fins informativos. Informagdes detalhadas de todos os espécimes examinados encontram-se no
apéndice C. Além disso, através da Analise de Variancia de Procrustes ndo foram encontrados

erros significativos entre os marcos anatomicos utilizados (Tabela 4).

Tabela 3 - Total de espécimes analisados (186), separados por espécie, estrutura, vistas € sexo.

Cranio Mandibula
Espécie Vista Dorsal Vista Lateral Vista Ventral
n (6/?)
n (&/9) n (/%) n (d/%)

Cryptonanus agricolai 8 (6/2) 8(6/2) 8(6/2) 8(6/2)
Gracilinanus agilis 53(31/22) 53(31/22) 53(31/22) 53(31/22)
Gracilinanus microtarsus 22(17/5) 21(16/5) 21(16/5) 20(15/5)
Marmosops incanus 80(37/43) 80(37/43) 80(37/43) 80(37/43)
Marmosops paulensis 10(5/5) 10(5/5) 10(5/5) 10(5/5)
Thylamys karimii 7(2/5) 7(2/5) 8(3/5) 8(3/5)
Thylamys macrurus 2(1/1) 2(1/1) 2(1/1) 2(1/1)
Thylamys velutinus 3(0/3) 4(0/4) 4(0/4) 4(0/4)
Total de niimero de 185(100/86)  185(99/87)  186(100/87)  185(99/87)

espécies analisadas

Tabela 4 — Resultados da Anélise de Variancia de Procrustes. Utilizamos 40 individuos da amostragem
total selecionados de forma aleatdria (apenas da vista dorsal).

Efeito SQ QM GL F
Espécime 0,199 0,00107 186 41,32
Vista  Lado (esq. x dir.) 0,010 0,00035 31 13,69
Dorsal Esp * Lado 0,004 0,00002 186 1,15
Erro 0,009 0,00002 434 0,88
Residuo 0,231 0,00002 9052

F: estatisticas F; GL: graus de liberdade; QM: quadrados médios (unidades de distancia de Procrustes);

SQ: soma dos quadrados.
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4.2 Descricao do morfoespaco

Através das analises dos componentes principais (PCs), foi possivel observar as
diferencas nas formas dos cranios e mandibulas dos marsupiais da tribo Thylamyini. Para o
cranio em vista dorsal e lateral, e para mandibula em vista lateral, os componentes principais 1
(PC1), os componentes principais 2 (PC2) e componentes principais 3 (PC3) explicaram
aproximadamente, cumulativamente 49,8%, 58,3% e 66,9%, da variacdo observada. Ja para a
vista ventral do cranio apenas os componentes PC1 e PC2 explicaram 73% da mudanca de
forma (Figuras 2 a 5).

Para a vista dorsal do cranio, os valores positivos PC1 estdo associados a cranios
com um alongamento do rostro e uma retracao da caixa craniana, € para os valores negativos,
estdo associados com um aumento na caixa craniana ¢ uma retragao do rostro (Figura 2A). Ja
para os valores positivos de PC2, estdo associados a cranios com uma retragdo do rostro € um
diminui¢do da regido craniana com aumento anterior da regido orbital, e para os valores
negativos estdo associados a um cranio mais robusto tendo um leve alongamento no rostro
(Figura 2A). Para os valores positivos de PC3 estdo associados a cranios similares com o
positivo de PC1, o mesmo ocorre com os valores negativos de PC3, com apenas uma diferenca,
estdo associados também com um aumento na regido ocular sendo expressivamente maior
comparado com os outros cranios (Figura 2B).

Além disso, percebe-se uma sobreposi¢cao de todos os 4 géneros analisados nas
origens de PC1/PC2, e PC1/PC3, sendo que as espécies do género Marmosops possuem uma
maior plasticidade morfologica dos cranios associados a extremidade positiva de PC1, enquanto
espécies de Thylamys estao associadas a cranios voltados para a extremidade positiva de PC2 e
extremidade negativa de PC3 (Figura 2).

Para a vista lateral do cranio, percebe-se uma leve separacdo entre o género
Thylamys, na qual estdo associados aos valores positivos de PC1, PC2 e PC3, referente a um
cranio com um leve aumento na altura da crista sagital, como também um arqueamento do arco
zigomatico. Os valores negativos de PC1, PC2 e PC3 estdo associados a um cranio com uma
elevacdo da crista sagital, mas diferem pelo fato do cranio associado ao PC1 possuir uma grande

atenuacao do arco zigomatico, e ao PC2 um afunilamento da regido do rostro (Figura 3).
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Figura 2 — Grafico da andlise de componentes principais (PCA) dos marcos anatdomicos da vista dorsal do cranio de quatro géneros da tribo Thylamyini e porcentagem de
variagdo entre os trés primeiros componentes principais (PCs). As grades indicam as deformagdes associadas aos extremos de cada eixo do PC. A) PC1 vs PC2; B) PC1 vs PC3.

15



0,08

0,04

0.on

0.0z

.04

Cryptonanus

Th ylamys

06
-0.06

-0,

-0,02 0,00 062 004 006

~ PC1(28,9%)

008

PC3 (11,3%)

0,02

0,00

-0.04

Cryplonanus

Thylamys .

-0.0z 0,00 0.0z 0,04 0,08 0,08

~ PC1(289%)

Figura 3 - PCA dos marcos anatomicos da vista lateral do crinio de quatro géneros da tribo Thylamyini e porcentagem de variagdo entre os trés primeiros componentes principais
(PCs). As grades indicam as deformagdes associadas aos extremos de cada eixo do PC. A) PC1 vs PC2; B) PC1 vs PC3.
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Para a vista ventral do cranio, os valores de PC1 estdo associados com cranios
que possuem um basicranio relativamente maior e os valores de PC2 com o basicranio menores.
Para os valores positivos de PC1 e PC2, estdo associados a cranios com alongamento no rostro,
e para os valores negativos de ambos, estdo associados a cranios com uma retragdo do rostro
porém com um aumento da largura do palato. Espécies do género Marmosops ¢ Gracilinanus
estdo mais associados a cranios referentes tanto a valores positivos e negativos de PCI,
enquanto Thylamys e Cryptonanus estdo mais associados a cranios referentes aos valores

negativos de PC1 (Figura 4).

. 006 Cryptonanus

Thylamys

0,03 .

PC2 (9,1%)

0,00 . L

-0,04 -0,02 0,00 0,02 0,04 0,086

Figura 4 - PCA dos marcos anatémicos da vista ventral do cranio de quatro géneros da tribo Thylamyini
e porcentagem de variacdo entre os dois primeiros PCs. As grades indicam as deformagdes associadas
aos extremos de cada eixo do PC.

Para a vista lateral da mandibula, os valores positivos de PC1, PC2 e PC3 estao
associados a mandibulas com um alongamento da regido anterior e uma atenuagao do processo
coronoide. Ja os valores negativos de PC1, PC2 e PC3 estdo associados a uma diminui¢do da
regido anterior, mas com um aumento do processo coronodide (Figura 5). Diferente do ocorrido
com a vista ventral do cranio, na mandibula espécies dos géneros Marmosops e Gracilinanus
estdo mais associados a cranios referentes a valores positivos de PC2, enquanto espécies do
género Thylamys e Cryptonanus estdo mais associados a cranios referentes aos valores

negativos de PC2.
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Figura 5 — PCA dos marcos anatomicos da vista lateral da mandibula de quatro géneros da tribo Thylamyini e porcentagem de variacdo entre os trés primeiros componentes
principais (PCs). As grades indicam as deformagdes associadas aos extremos de cada eixo do PC. A) PC1 vs PC2; B) PC1 vs PC3.
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4.3 Variacao da forma

Por meio das analises de CVA, consideramos apenas as duas primeiras variaveis
canonicas (CVs) para cada um dos trés critérios taxondmico e ecologicos (género, dieta e
habitos locomotores). A menor taxa de explicacdo encontrada da variacao da forma (74,4%) foi
em dieta, principalmente para a vista lateral do cranio (Tabela 5). Além disso, foi representada

as distancias de Procrustes e de Mahalanobis para os trés classificadores (Tabela 6, 7 e 8).

Tabela 5 — Autovalores de CV1 e CV2 para as vistas dorsal, lateral e ventral do cranio, ¢ vista lateral da
mandibula (D, L, V e M, respectivamente), dos trés classificadores: género, dieta e habitos locomotores.

Classificadores
Género Dieta Habito
Locomotor
D - 70,0% D -52,3% D - 69,0%
L—70,2% L —49,2% L-71,8%
CV1l VvV -74,6% V - 57,4% V —-68,3%
M —74,2% M —47,5% M - 63,0%
D —-25,7% D - 28.,8% D —30,0%
L —-22,9% L —25.2% L-28,1%
CV2 v -19,8% V —-20,8% V -31,6%
M - 18,8% M - 28,0% M -36,9%
D -95,7% D - 81,1% D - 99,0%
Total L -93,1% L —74,4% L —-99,9%
V —94,4% V - 178,2% V —-99,9%
M —-93,0% M —-175,5% M - 99,9%

4.3.1 Critérios taxonomicos e ecoldégicos
4.3.1.1 Género

Os espécimes com a forma mais similar entre si em todas as vistas do cranio e
mandibula, pertencem aos géneros Gracilinanus ¢ Marmosops (Tabela 6). Em vista cranial
dorsal estdo mais associados aos valores positivos de CV1, portando cranios com leve retracao
do rostro, um alongamento evidente dos ossos nasais em dire¢do a regido orbital e um leve
alongamento posterior da caixa craniana (Figura 6A). Em vista lateral e ventral do cranio estdo
associados a valores negativos de CV1, referentes a cranios com um arqueamento da crista
sagital, retracdo do arco zigomadtico, alongamento do rostro, aumento do palato e basicranio
relativamente maiores (Figura 6B e 6C). Enquanto para a vista lateral da mandibula estdo
associados a mandibulas com alongamento da regido anterior e processo corondide menor,

referentes aos valores positivos de CV1 (Figura 6D).
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Para o género Cryptonanus em vista dorsal esté relacionado aos valores positivos
de CV2 associados a cranios com retra¢ao da regido posterior do rostro € um aumento da caixa
craniana, mais evidente na regido orbital (Figura 6A). Em vista lateral, estd associado a cranios
com retragdo do arco zigomatico e possui um pequeno declive do osso nasal (Figura 6B),
enquanto para vista ventral estd associado com um palato curto e largo e um basicranio
relativamente maior (Figura 6C).

Observamos as maiores diferencas entre Thylamys e os outros géneros, para
todas as vistas especialmente para a vista lateral do cranio (Tabela 6) a qual esta associada a
cranios com um leve aumento da crista sagital, arqueamento do osso nasal e elevacao do arco
zigomatico (Figura 6B). Para vista dorsal, estd associado com rostro curto como em
Cryptonanus, porém a regido orbital e caixa craniana ndo possui aumento evidente,
relacionados aos valores positivos de CV1 (Figura 6A). Em vista ventral, Thylamys estéa
associado a cranios com um palato mais curto e largo, e um basicranio mais fechado
anteriormente (Figura 6C). Para a vista lateral da mandibula, Thylamys esta associado com
mandibulas mais robustas e apresentam um processo corondide maior, 0 mesmo ocorre para o

género Cryptonanus (Figura 6D).

Tabela 6 - Distancias de Procrustes (acima da diagonal) e Mahalanobis (abaixo da diagonal) entre todos
os géneros da tribo Thylamyini. Para cada par de género, os valores indicam distancias calculadas para
configuragdes de marcos para as vistas dorsal (D), ventral (V) e lateral (L) do cranio ¢ da mandibula
(M), respectivamente. A significancia de todas as distidncias foi avaliada por meio de testes de
permutagdo, com 10.000 rodadas de permutacdo, e todas as distancias apresentadas nesta tabela foram
significativas para p < 0,05.

Cryptonanus Gracilinanus Marmosops Thylamys

D 0,026 0,026 0,040

Cryptonanus L - 0,025 0,024 0,054
\4 0,023 0,027 0,030
M 0,050 0,038 0,030
D 5,472 0,012 0,039

Gracilinanus L 4,717 ) 0,015 0,054
A 4,998 0,019 0,029
M 4,647 0,027 0,035
D 4,450 1,512 0,041

Marmosops L 3,773 1,546 ) 0,055
\% 3,897 1,613 0,042
M 3,642 1,523 0,039
D 7,435 7,258 6,563

Thylamys = 2% 5,870 5,039 i
\% 5,615 6,478 5,648
M 4,406 5,481 4,703
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Figura 6 — Variaveis Candnicas dos marcos anatomicos dos quatro géneros analisados da tribo Thylamyini, e a porcentagem de variancia explicada pelos dois
primeiros CVs, a partir de uma regressao das coordenadas de Procrustes. As grades indicam as deformagdes associadas aos extremos de cada eixo CV. A) Vista
dorsal do cranio; B) Vista lateral do cranio; C) Vista ventral do crénio; e D) Vista lateral da mandibula. As elipses de confianca sao de 0,95.
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4.3.1.2 Dieta

Para a dieta dos espécimes, definimos cinco categorias de acordo com a tendéncia
de cada espécie para insetivoria ou frugivoria (ver item 3.3 em Materiais ¢ Métodos). Além
disso, elaboramos um ranking (Figura 7) para retratar visualmente a tendéncia alimentar dentro
de um gradiente de variagdo, conforme proposto originalmente por Vieira e Asttia de Moraes
(2003). Uma maior tendéncia a insetivoria (A) foi observada para 7. macrurus, enquanto uma
maior tendéncia a frugivoria (E) foi observada para M. paulensis, enquanto uma dieta omnivora

foi registrada para C. agricolai, G. agilis € M. incanus.

I I I v \'
Caluromys Micoureus Didelphis Philander Lestodelphys
Caluromysiops W Marmosa " ™ Metachirus W  Lutreolina
Glironia* Marmosops Thylamys Chironectes

Gracilinanus Monodelphis
Caenolestes
Rhyncholestes
Lestoros
Dromiciops
FRUGIVORIA CARNIVORIA

E D A

Frugivoria Insetivoria

Figura 7 — Esquema da tendéncia alimentar das espécies analisadas da tribo Thylamyini. As cores usadas
sdo as mesmas dos resultados da CVA com o critério ecologico de dieta. Foi utilizado como base a
categorizacdo de dieta proposta por Vieira e Astia de Moraes (2003). A) T. macrurus; B) G.
microtarsus; C) C. agricolai, G. agilis e M. incanus; D) T. karimii e T. velutinus; E) M. paulensis.

Os espécimes da categoria A, representados pelo 7. macrurus, possuem a maior
diferenca na variagdo na forma comparado com as outras categorias alimentares, principalmente
em vista dorsal do cranio (Tabela 7). Os espécimes estdo associados em vista dorsal com cranios
que possuem um rostro levemente alongado e um basicranio mais alongado posteriormente

(Figura 8A), em vista lateral um arqueamento do arco zigomatico bem acentuado e em vista
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ventral retragdo anterior e dilatagdo posterior do palato, e basicranio menor (Figura 8B e 8C).
Em vista lateral da mandibula, estdo associados a mandibulas com aumento do processo
coronoide (Figura 8D).

Os espécimes das categorias B ¢ C em todas as vistas craniais ¢ mandibulares
possuem as menores distancias em relagdo aas outras categorias tendo mais semelhangas
morfoldgicas, porém ainda assim ha diferengas na variagdo da forma (Tabela 7). As espécies
pertencentes a essa categoria sao C. agricolai, G. agilis, G. microtarsus € M. incanus. Esses
espécimes estdo associados a cranios com um aumento nos 0ssos nasais € um aumento relativo
do basicranio (Figura 8A). Em vista lateral, estdo associados a cranios com elevacgao da crista
sagital, retracdo do arco zigomatico e um pequeno declive do osso nasal, ja em vista ventral
estdo associados a cranios com palato relativamente mais curto e estreito, comparado com os
demais grupos (Figura 8B e 8C). Em vista lateral da mandibula, estdo associados a mandibulas
com um alongamento anterior e com retracao do processo corondide (Figura 8D).

Os espécimes da categoria D, representados pelas espécies 7. karimii e T. velutinus,
estdo sobrepostos apenas com espécimes da categoria C, sendo assim, esses espécimes nao
possuem uma grande diferenciacao na variacao da forma com os espécimes do grupo C (Tabela
7). Em vista dorsal do cranio, estdo associados com cranios que possuem um rostro mais afinado
e curto, com uma caixa craniana pequena, com um aumento posterior da regido orbital, € um
basicranio menor (Figura 8A); em vista lateral e ventral, estdo associados a cranios similares
aos encontrados em A, porém também se encontram espécimes com uma retragdo do arco
zigomatico (Figura 8B e 8C). Ja4 em vista lateral da mandibula, estdo associados com
mandibulas com um afilamento anterior € com aumento do processo corondide (Figura 8D).

Os espécimes da categoria E, representado pela espécie M. paulensis, possui maior
variacao em relacdo a categoria A e D, principalmente em vista dorsal do cranio (Tabela 7). Os
cranios associados a esse grupo alimentar sdo similares aos grupos B e C. As diferencas
observadas se destacam em vista dorsal, sendo associados a cranios com expansao da caixa
craniana tanto na regido anterior quanto na regido posterior cranial (Figura 8A), e em vista

lateral da mandibula, estdo associados com mandibulas mais afiladas na parte anterior (Figura

8D).
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Tabela 7 - Distancias de Procrustes (acima da diagonal) ¢ Mahalanobis (abaixo da diagonal) entre as
categorias alimentares definidas para tribo Thylamyini. Para cada par do grupo alimentar, os valores
indicam distancias calculadas para configuragdes de marcos para as vistas dorsal (D), ventral (V) e
lateral (L) do cranio e da mandibula (M), respectivamente. A significancia de todas as distancias foi
avaliada por meio de testes de permutacao, com 10.000 rodadas de permutacdo, e todas as distancias

apresentadas nesta tabela foram significativas para p < 0,05.

A B C D E
D 0,083 0,087 0,086 0,100
A L i 0,084 0,082 0,086 0,093
A% 0,055 0,065 0,045 0,084
M 0,054 0,068 0,059 0,093
D 10,954 0,018 0,047 0,033
B L 10,380 i 0,016 0,060 0,030
V9,764 0,014 0,028 0,032
M 7,991 0,025 0,040 0,056
D 10,351 3,292 0,039 0,028
C L 9859 2,281 i 0,057 0,022
vV 9,097 2,151 0,031 0,021
M 7,452 2,728 0,033 0,036
D 11,753 9,924 7,760 0,054
D L 10,203 6,362 5,353 i 0,065
vV 8914 6,796 5,773 0,048
M 7,572 6,485 4,838 0,045
D 13,756 6,133 5,783 9,374
E L 12,043 4,263 4,401 7,677 i
vV 10,894 3,943 3,861 7,443
M 9,453 4,798 4,426 6,285
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Figura 8 — Varidveis Candnicas dos marcos anatdmicos das cinco categorias alimentares para as espécies analisadas da tribo Thylamyini, e a porcentagem de
variancia explicada pelos dois primeiros CVs, a partir de uma regressdo das coordenadas de Procrustes. As grades indicam as deformagdes associadas aos
extremos de cada eixo CV. A) Vista dorsal do cranio; B) Vista lateral do crinio; C) Vista ventral do cranio; e D) Vista lateral da mandibula. As elipses de

confianc¢a sdo de 0,95.
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4.3.1.3 Habito Locomotor

Para os hébitos locomotores foram definidos trés habitos englobando cada
espécie em um grupo: arboricola, espécies encontradas apenas em estrato arboreo; escansorial,
espécies encontradas tanto em estrato arboreo quanto em estrato terrestres; e terricola, espécies
encontradas apenas no estrato terrestre.

O hébito locomotor mais distinto € o terricola que possui maiores distdncias em
relagcdo aos outros habitos (Tabela 8). O habito escansorial se encontra na média entre os outros
habitos (Figura 9) em todas as vistas do cranio. Possuem uma menor distancia com o habito
arboricola, e assim podemos afirmar que apresentam mais similaridades na forma com habitos
arboricolas, e menos com habitos terricolas (Tabela 8). Ja entre os hdbitos terricolas e
arboricolas, com excecado da vista lateral da mandibula, houveram diferencgas na variagao da

forma em vistas do cranio, dado que as elipses nao se sobrepdem (Figura 9A e Tabela 8).

Tabela 8 - Distancias de Procrustes (acima da diagonal) e Mahalanobis (abaixo da diagonal) entre todos
os habitos locomotores definidos para tribo Thylamyini. Para cada par de padrdes, os valores indicam
distancias calculadas para configura¢des de marcos para as vistas dorsal (D), ventral (V) e lateral (L) do
cranio e da mandibula (M), respectivamente. A significancia de todas as distancias foi avaliada por meio
de testes de permutagdo, com 10.000 rodadas de permutagdo, e todas as distancias apresentadas nesta
tabela foram significativas para p <0,05.

Arboricola Escansorial Terricola
D 0,012 0,043
, L 0,015 0,042
Arboricola v - 0.016 0.030
M 0,023 0,030
D 1,155 0,046
Escansorial L 1,245 - 0,040
A% 1,240 0,042
M 1,207 0,042
D 4,867 4,548
Terricola L 4,615 4,126 ]
A% 4,340 3,920
M 4,213 3,979
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Figura 9 — Varidveis Canonicas dos marcos anatdomicos dos trés habitos locomotores dos espécimes analisados da tribo Thylamyini, e a porcentagem de varidncia
explicada pelos dois primeiros CVs, a partir de uma regressao das coordenadas de Procrustes. As grades indicam as deformagdes associadas aos extremos de
cada eixo CV. A) Vista dorsal do cranio; B) Vista lateral do cranio; Vista ventral do cranio; e D) Vista lateral da mandibula. As elipses de confianga sao de 0,95.
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4.3.1.4 Bioma

Para o critério ecoldgico de bioma, foram definidos, a partir da literatura, dois
biomas para os espécimes analisados: Cerrado (Ce), ocorréncia de espécies em formagdes
savanicas (florestas secas e formagdes abertas), e Mata Atlantica (Ma), ocorréncia de espécies
em ambientes florestais imidos (florestas umidas). A partir dos resultados da analise
discriminante ¢ possivel observar diferengas em todas as vistas do cranio e mandibula, com

destaque nas vistas ventral do cranio e lateral da mandibula (Tabela 9).

Tabela 9 — Resultados da analise de funcdo discriminante do classificador ecoldgico do bioma de cada
vista do cranio (dorsal, lateral e ventral) e mandibula. Valores das distancias de Procrustes e
Mahalanobis entre os biomas Cerrado e Mata Atlantica (Ce--Ma) para todos os espécimes da tribo
Thylamyini. A significancia de todas as distancias foi avaliada por meio de testes de permutacdo, com
10.000 rodadas de permutacao, e todas as distancias apresentadas nesta tabela foram significativas para
p <0,05.

Distancia de Distancia de

Vistas Procrustes Valordep Mahalanobis Val?rll:z;le P
Dorsal 0,016 <0,05 2,968 < 0,05
Lateral 0,013 0,049 2,343 <0,05
Ventral 0,008 0,106 2,094 <0,05
Mandibula 0,012 0,121 2,524 <0,05
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4.4 Analise Filogenética
Obtivemos um total de 2730 pares de base dos 3 genes (BRCA1, CYTB e OGT)
dos 56 marsupiais dos 5 géneros da Tribo Thylamyini e dos 2 géneros do grupo externo
(Didelphis e Metachirus) (Tabela 10). Além disso, a particdo de codons utilizada dos genes foi
obtida pelo programa Partition Finder hospedado no portal CIPRES Science Gateway v.3.3
(Tabela 11).

Tabela 10 — Genes utilizados na construgo de arvore filogenética e a quantidade de pares de bases (pb).

Nomes dos Genes Abreviacdo  Pares de Base (pb)

Breast Cancer 1 BRCA1 888

CYTB (Par 1)
Cytochrome B 1104 (total)
CYTB (Par 2)

O-Linked N-
Acetylglucosamine OGT 738
(GlcNAc) Transferase

Tabela 11 - Parti¢ao de codons dos genes utilizados, obtidos pelo programa Partition Finder hospedado
no portal CIPRES Science Gateway v.3.3.

Genes Modelo sugerido Particao
BRCA1 HKY+G+X BRCAlcodonl, BRCAlcodon2, BRCAlcodon3
GTR+HI+G CYTBcodonl, CYTBcodon2
CYTB
GTR+G CYTBcodon3
OGT GTR+G+X OGT

A arvore construida apresenta separacao em dois clados principais, um composto
pelo género Marmosops, € outro composto pelos géneros Gracilinanus (Thylamys +
Cryptonanus). Podamos a filogenia (Figura 10 - arvore podada e Apéndice D - arvore original)
com o auxilio do programa Mesquite. Além disso, realizamos o mapeamento os dados
morfoldgicos na filogenia com todas as vistas do cranio e mandibula, estimando a morfologia

dos ancestrais de cada ramo. (Figuras 11 a 14).
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Figura 10 — Filogenética podada a partir da filogenia construida (Apéndice D), juntamente com os
valores “posteriores”.
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Figura 11 - Mapeamento dos dados morfologicos na filogenia em vista dorsal do cranio. As malhas de
distorcdo indicam as deformacgdes associadas ao ancestral de cada género comparado, e os pontos
demarcados apontam a localiza¢do dos ancestrais assinalados.
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Figura 12 — Mapeamento dos dados morfologicos na filogenia em vista lateral do cranio. As malhas de
distor¢do indicam as deformagdes associadas ao ancestral de cada género comparado, e os pontos

demarcados apontam a localiza¢do dos ancestrais assinalados.
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Figura 13 - Mapeamento dos dados morfoldgicos na filogenia em vista ventral do cranio. As malhas de
distor¢cdo indicam as deformacgdes associadas ao ancestral de cada género comparado, e os pontos
demarcados apontam a localiza¢do dos ancestrais assinalados.
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Figura 14 — Mapeamento dos dados morfologicos na filogenia em vista lateral da mandibula. As malhas
de distor¢ao indicam as deformagdes associadas ao ancestral de cada género comparado, e os pontos
demarcados apontam a localiza¢ao dos ancestrais assinalados.

Estimamos o sinal filogenético da forma média de cada espécie utilizando os
residuos da regressao entre coordenadas e tamanho do centroide. Podemos concluir que
espécies filogeneticamente mais proximas sao mais similares quanto a forma em vista ventral
do cranio e lateral da mandibula enquanto o mesmo nao foi observado para a vista dorsal e

lateral do cranio (Tabela 12).

Tabela 12 — Sinal filogenético (Kmuy) para a forma das vistas dorsal, lateral e ventral do cranio, e vista
lateral da mandibula dos espécimes analisados.

Vista Kmury p
Dorsal 0,776 0,299
Lateral 0,823 0,159
Ventral 1,082 0,004

Mandibula 0,927 0,025
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5 — DISCUSSAO

5.1 Variacao da forma

Nossos resultados indicam que, de maneira geral, ndo hé diferencas significativas
na forma entre as oito espécies de Thylamyini estudadas, mesmo considerando as diferengas de
dieta e uso do habitat entre as espécies. Uma morfologia craniana conservadora com limita¢ao
das variacdes morfoldgicas como resposta a influéncia de fatores ecologicos (como por
exemplo dieta e uso vertical do habitat), foram observados em outros estudos com Didelphidae
(ASTUA, 2015; ASTUA DE MORAES et al., 2000; CHEMISQUY et al., 2020). Estudos
anteriores, com outras espécies de didelfideos, também observaram pouca variagdo na forma
da escapula em fungio do hébito locomotor (ASTUA, 2009) e da denti¢do molar em fungio da
dieta (CHEMISQUY et al., 2015; MAGNUS & CACERES, 2017).

Apesar das semelhangas de forma, observamos que as espécies de Thylamys sao
claramente distintas das demais, principalmente para as vistas dorsal e lateral do cranio (Figuras
2, 3 e 6). O cranio, em vista dorsal, apresenta uma regiao orbital mais alongada anteriormente
(marcos anatdémicos simétricos 10-27, 15-24, 16-25 e 17-26, referéncia na Figura 1), e o arco
zigomatico, em vista lateral, ¢ mais arqueado (marcos anatomicos 15 a 18). Essas estruturas
morfologicas estao relacionadas com a insercdo dos musculos de mastigacao (temporal e
masseter), ¢ podem oferecer maior suporte para insercdo dos musculos relacionados com o
movimento dos olhos (ASTUA DE MORAES et al., 2000; PREUSCHOFT; WITZEL, 2005).

O arco zigomatico oferece suporte para a inser¢ao dos musculos da mastigagao
(masseter) e articula a mandibula com a caixa craniana, estando vinculado diretamente com a
dieta (GONZALEZ, 2014). Apesar do arco ¢ da regido orbital em Thylamys, apresentarem um
aumento anterior, ainda assim, ndo possuem uma dimensao tdo grande se comparado com as
espécies arboricolas como por exemplo Caluromys philander (ASTUA DE MORAES et al.,
2000) ou Cryptonanus. Esses géneros tém semelhangas em relagdo ao rostro curto e mandibula
com processo corondide maior, mas diferem em relagao ao tamanho relativo da caixa craniana
e regido orbital. Esse “padrdao” craniano pode estar mais associado a hébitos arboricolas por
proporcionarem maior suporte aos musculos envolvidos no movimento dos olhos, conforme
observado em Caluromys philander ¢ Glironia venusta (ASTUA DE MORAES et al., 2000;
VIEIRA & ASTUA DE MORAES, 2003), permitindo assim uma melhor exploracao do espaco
de forma tridimensional (CAMARGO et al., 2019).
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Diferente dos géneros Thylamys e Cryptonanus, Marmosops apresenta uma
forma craniana e mandibular mais intermediaria. Observamos que esse género possui uma
grande plasticidade em relacdo a forma, devido a flutuacdo encontrada dos espécimes
analisados no eixo de PC1 (Figuras 2 a 5). Além disso, identificamos que Marmosops possui
uma dieta bastante diversificada, habito locomotor escansorial (podendo utilizar o solo e os
estratos superiores), ¢ ampla distribuicdo geografica (BEZERRA; GEISE, 2015). Outros
estudos indicam ainda que, Marmosops incanus apresenta grande variacdo morfoldgica
intraespecifica (PINHEIRO, 2003), e entre populacdes em um gradiente altitudinal (FARIA,
2008), apresentando variagdes no tamanho craniano.

Os géneros Marmosops e Gracilinanus estdo associados a rostros alongados,
basicranio pequeno com crista sagital arqueada, ¢ mandibula longa e afilada com processo
coronoide curto (Figura 2 a 5). Essas caracteristicas morfologicas sdo similares as observadas
em cranios de Didelphis spp., que também apresentam dieta omnivora (ASTUA, 2015). Além
disso, o fato da crista sagital ser mais arqueada pode estar relacionado com a maior inser¢ao
dos musculos da mastigacdo, voltados especialmente para espécies carnivoras € omnivoras,
como Didelphis spp. e Lutreolina crassicaudata (ASTUA, 2015; ASTUA DE MORAES et al.,
2000).

De maneira geral, nossos resultados demonstraram que, as variagdes observadas
na morfologia craniana e mandibular das espécies de Thylamyini, parecem estar relacionadas a
uma forte correlacdo entre a regido antero-posterior do cranio. Marsupiais t€ém um padrao de
integragdo craniana com magnitude maior do que em mamiferos placentarios, sendo assim, as
regides cranianas sdo muito integradas e covariam muito de perto (CHEMISQUY et al., 2020).
Como consequéncia, qualquer processo de selecdo em alguma caracteristica morfologica
resulta em alteragdo correlacionada e integrada no cranio como um todo (ASTUA, 2015).
Observamos ainda que, quando ha um aumento do rostro, ocorre uma diminui¢do em relacao
ao basicranio (conforme observado nos géneros Marmosops e Gracilinanus), € 0 mesmo ocorre
de forma inversa em Cryptonanus (Figura 2). A mandibula apresentou resultados similares aos

dos cranios em relacdo com a regido anterior e o processo coronoide (Figura 5).

5.2 Dieta e uso do habitat

As espécies da tribo Thylamyini ocupam uma grande variedade de nichos com
uma diversidade de habitos locomotores e dieta, que podem variar em funcdo da sazonalidade
e/ou disponibilidade dos recursos (SANTORI; LESSA; ASTUA, 2012). Chemisquy et al.
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(2020), aplicaram o ranqueamento de dieta proposto por Vieira e Astia (2003), que ordena os
marsupiais didelfideos em categorias variando de I até V, de acordo com o grau de carnivoria
das espécies; utilizaram também o ranking de uso de habitat vertical posposto por Vieira e
Camargo (2012), que separa as espécies didelfideos em quatro grupos (I ao IV) na utiliza¢ao
dos trés estratos verticais principais: solo, sub-bosque e sub-dossel/dossel. Utilizando como
base essas propostas, elaboramos um ranking de dieta de acordo com a tendéncia das espécies
para a insetivoria ou frugivoria (Tabela 1). Separamos ainda as espécies de acordo com seu
habito locomotor em trés estratos: terrestre, escansorial e arboricola (Tabela 2). As principais
diferencas em relacao ao “ranking alimentar” foram observadas para os géneros Gracilinanus
e Marmosops, classificados como dieta mais voltada para frugivoria (rank 1) (CHEMISQUY
et al., 2020), e aqui definidos como insetivoros/omnivoros (na categoria C). Ja as diferengas
observadas em relacdo a utilizagdo do estrato, para as espécies C. agricolai e G. agilis,
classificados como espécies escansoriais (que utilizam tanto o solo quanto o sub-bosque e
dossel -grupo III), foram aqui definidas como espécies arboricolas (Paglia et al., 2012; Lessa
& Geise, 2014). Thylamys karimii ndo foi classificada por Chemisquy et al. (2020), portanto
denominamos essa espécie como escansorial ou semi-arboricolas (PALMA; VIEIRA, 2012)
(Tabela 2).

Espécies como L. crassicaudata, apresentam uma dieta essencialmente
carnivora, e¢ algumas caracteristicas morfologicas do cranio parecem estar relacionadas
diretamente esse tipo de dieta (VIEIRA; ASTUA DE MORAES, 2003). Dentre estas
caracteristicas, a presen¢a de um rostro mais curto reduz as forcas de tor¢cao impostas por
pressdes na mordida do canino, e uma mandibula com um processo corondide mais amplo
fornece uma area maior de inser¢do do musculo temporal, caracteristicas relacionadas aos
hébitos alimentares carnivoros nesta espécie de didelfideo (ASTUA DE MORAES et al., 2000).
Em nosso estudo, a espécie 7. macrurus (classificada como primariamente insetivora), também
apresenta esse mesmo padrao geral de morfologia craniana e mandibular, compartilhando ainda
com L. crassicaudata um habito locomotor terricola (ASTUA de MORAES et al., 2000;
PAGLIA et al., 2012). Em contrapartida, espécies arboricolas como Caluromys philander,
também apresentam um rostro mais curto, porém pode estar relacionado a origens evolutivas
diferentes (ASTUA, 1998), ja que essa caracteristica ¢ correlacionada com a presenca de um
basicranio maior, o que pode estar relacionado com os habitos arboricolas (ASTUA, 1998;
ASTUA DE MORAES et al, 2000), assim como encontrado no nosso estudo para G.

microtarsus e C. agricolai.
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Enquanto a varia¢do da forma mais distinta em relagdo a dieta insetivoria foi
observada para T. macrurus (se comparado com as demais espécies), esse padrao foi também
observado para dieta mais frugivora em M. paulensis. A forma craniana de M. paulensis esta
associado com um rostro longo, crista sagital elevada e basicranio menor alongado
posteriormente, similar ao observado em sua espécie congenérica M. incanus (Figura 8). Essas
espécies compartilham o mesmo habito locomotor (escansorial), logo a similaridade da forma
craniana pode estar mais relacionada com habito do que com dieta ou com o habitat que
possuem maior distingdo. Isso contradiz o estudo de Astua (2009), que demonstrou que em
pequenos marsupiais, (como da tribo Thylamyini), ndo ha relagdao da forma da escéapula com os
habitos locomotores, apenas quando relacionando com o tamanho da estrutura.

As espécies T. karimii e T. velutinus, apresentaram uma dieta com tendéncia a
frugivoria, (categoria D). A forma do cranio dessas espécies diverge mais entre as categorias A
e E, e se assemelham com a forma encontrada na categoria C (Tabela 7). As espécies da
categoria D e C compartilham poucas similaridades ecologicas, sendo uma delas a mesma
distribuicao no bioma Cerrado (Tabela 2, PAGLIA et al., 2012). Sendo assim, a semelhanca da
forma entre essas categorias pode estar relacionada ao bioma.

Observamos a forma do cranio e mandibula mais similar entre a segunda dieta
mais insetivora e omnivora/insetivoria (categorias B e C) para Gracilinanus spp., M. incanus ¢
C agricolai (Tabelas 6 e 7). Enquanto a forma do cranio de C. agricolai possui caracteristicas
voltadas para habitos arboricolas (ASTUA DE MORAES et al., 2000), M. incanus ¢ G. aglis
possuem caracteristicas voltadas para dieta omnivora/insetivoria (ASTUA DE MORAES et al.,
2000; VIEIRA e ASTUA DE MORAES, 2003), sendo portanto, mais similares entre si (Tabela
2). Ambas apresentam caracteristicas ecologicas similares em relacao a dieta e distribui¢do no
bioma Cerrado (LESSA e DA COSTA, 2010; LESSA e GEISE, 2014; PAGLIA et al., 2012),
sendo apenas seus habitos locomotores distintos (arboricola e escansorial). Em contrapartida,
as espécies congenéricas G. aglis e G. microtarsus, apresentam similaridades no habito
locomotor arboricola (PAGLIA ef al., 2012). Portanto a similaridade na forma de Gracilinanus
spp., pode estar mais ligada ao uso do habitat (hdbitos arboricolas), do que a dieta ou ao bioma.

Uma caracteristica relevante observada em vista lateral do cranio (associada a
valores positivos de PCI1 e negativos de PC2, PC3 e CV1 no critério dieta (Figuras 3 e 8) ¢ a
localizagdo do condilo occipital ligeiramente posicionado mais ventralmente, observada em
Gracilinanus e Thylamys spp. Essa caracteristica permite um melhor posicionamento do cranio

quando o corpo do animal estd voltado para cima, ao subir em algum substrato arboreo, estando
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associado a habitos arboricolas (ASTUA DE MORAES et al., 2000). Em contrapartida, além
de observarmos essa caracteristica para espécimes predominantemente arboricolas (C.
agricolai, G. agilis ¢ G. microtarsus), observamos também para espécies com tendéncia a
frugivoria (categoria D, em 7. karimii ¢ T. velutinus) (Figura 3 e 8), que apresentam habito
locomotor escansorial (ver PAGLIA et al., 2012). Sendo assim, essa caracteristica pode nao
estar necessariamente relacionada ao habito arboricola.

Estudos de Charles-Dominique (1983) e Vieira & Astua de Moraes (2003),
demonstraram a existéncia de uma correlagdo negativa entre a atividade arboricola e o grau de
carnivoria, além disso, Carvalho et al. (2019) sugerem que, espécies terricolas no bioma
Cerrado, como Monodelphis domestica e Thylamys spp., apresentam dieta predominantemente
insetivora. Em contrapartida, nossos resultados apresentaram um padrao diferente. Enquanto as
espécies arboricolas (C. agricolai, G. agilis e G. microtarsus) possuem uma dieta
insetivora/omnivora, as espécies terricolas/escansoriais possuem dieta mais frugivora (7.
karimii, T. velutinus € M. paulensis), com exce¢do de 7. macrurus, que apresenta uma dieta
mais insetivora corroborando com o estudo de Carvalho ef al. (2019).

Vale ressaltar, que o habito terricola apresentou a maior variagdao na forma do
cranio dentre todos os habitos locomotores analisados. (Tabela 8). Espécies de mamiferos
arboricolas, incluindo marsupiais didelfideos, apresentam cranios mais largos que as espécies
terrestres (CAMARGO et al., 2019) e mudangas nos habitos verticais implicam em alteragdes
na posicao da orbita (ASTUA DE MORAES et al., 2000; DUMONT et al., 2016), o que nos
também observamos na forma de cranios de C. agricolai. Entretanto, se considerarmos em
termos funcionais de locomogdo e requisitos reais, pequenas espécies, incluindo a tribo
Thylamyini, apresentam desafios semelhantes mesmo com habitos locomotores diferentes,
porque ha necessidade de contornar obstaculos que geralmente envolve alguma escalada, sendo
assim, os habitos terricola e arboricola apresentam poucas diferengas em relagdao a locomogao
(ASTUA, 2009).

Além disso, as espécies distribuidas em ambientes savanicos (Cerrado) e
florestas imidas (Mata Atlantica) apresentaram maior variagcdo na forma em vista ventral do
cranio e em vista lateral da mandibula (Tabela 9), porém nao foi possivel observar as variagdes
especificas. Em um estudo recente investigando a varia¢do na forma dos molares inferiores,
Magnus e Caceres (2017) observaram que pequenas diferengas no habitat e no tamanho
corporal influenciam a forma da denticdo, apesar da influéncia do fator filogenético

(MAGNUS; CACERES, 2017). Logo, o habitat tem importancia na radiagdo adaptativa das
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linhagens de didelfideos, e em Thylamyini, a irradiagdo ocorreu principalmente para vegetacao
aberta e seca, como o bioma Cerrado (JANSA; BARKER; VOSS, 2014).

De maneira geral, a dieta, os habitos locomotores e distribuicio nao
apresentaram uma relagdo especifica com a forma do cranio e da mandibula dos espécimes da
tribo Thylamyini. Grande parte dos marsupiais didelfideos possuem caracteristicas generalistas
em algum nivel, seja na dieta ou no uso do habitat. Isso pode ter contribuido para o
desenvolvimento de uma forma craniana mais generalista e plastica para se adaptar em

diferentes pressdes com diferentes demandas (CHEMISQUY et al., 2020).

5.3 Forma e filogenia

Construimos uma filogenia utilizando analises bayesianas e apenas componentes
moleculares, na qual obtivemos valores posteriores confidveis. Apesar disso, encontramos
distingdo no ramo do género Cryptonanus (Figura 10 e apéndice D) relacionado com outras
filogenias do grupo (AMADOR; GIANNINI, 2016; FLORES; GIANNINI; ABDALA, 2018;
MAGNUS; CACERES, 2017; VOSS; JANSA, 2009). Enquanto estudos utilizando analises
bayesianas com dados moleculares ¢ ndo moleculares, demonstraram que o grupo da tribo
Thylamyini ¢ composto por Marmosops (Thylamys (Cryptonanus + Gracilinanus)) (VOSS;
JANSA, 2009), nosso estudo obteve o grupo Marmosops (Gracilinanus (Cryptonanus +
Thylamys)) (Figura 10). Isso pode ter ocorrido devido ao uso apenas de dados moleculares e
pouca quantidade de dados genéticos encontrados para Cryptonanus (ver apéndice B), uma vez
que Cryptonanus apresenta mais similaridades ecoldgicas com Gracilinanus (VOSS; JANSA,
2009).

Por fim, constatamos que espécies filogeneticamente mais proximas sao mais
similares quanto a forma em vista ventral do cranio e lateral da mandibula (TABELA 12). A
forma do molar de didelfideos também apresentam uma forte influéncia pelo legado
filogenético, apresentando uma fraca relacdo com a dieta (CHEMISQUY et al., 2015;
MAGNUS; CACERES, 2017). Portanto, o sinal filogenético pode influenciar mais estruturas
morfoldgicas ligadas a alimentacdo, como a vista ventral do cranio e mandibula. Em
contrapartida, o mesmo ndo foi observado para a vista dorsal e lateral do cranio, que
apresentaram poucas similaridades na forma com espécies filogeneticamente proximas
(TABELA 12). Isso pode estar relacionando com a integragio craniana (ASTUA, 2015), e
devido a plasticidade e as caracteristicas generalistas na forma do cranio, que permite se adaptar
em diferentes demandas ambientais (CHEMISQUY et al., 2020).
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da grande variacdo de nichos ocupados e a diversidade nos habitos
locomotores e dieta entre as oito espécies da tribo Thylamyini estudadas, ndo observamos
diferencas significativas na forma do cranio. Mesmo assim, observamos variagdes em estruturas
cranianas especificas, como o comprimento do rostro, tamanho relativo do basicranio e
processo coronoide da mandibula, possivelmente correlacionadas com habitos locomotores e
dieta. A distribuicao entre os biomas Cerrados e Mata atlantica apresentou diferencas na forma,
porém nao foi possivel observar especificamente quais foram essas variagoes.

Além disso, a variacdo na forma craniana e mandibular observada na tribo
Thylamyini pode estar mais relacionada com a plasticidade do grupo, e a integragdo craniana
que resulta em uma menor flexibilidade evolutiva podendo levar as mudangas de tamanho e
nao na forma do cranio. Porém, a alometria ndo foi analisada neste trabalho e precisara ser
melhor avaliada.

Neste sentido, o sinal filogenético parece influenciar de maneira diferente a forma
do cranio e mandibula, uma vez que, as vistas ventral do cranio e lateral da mandibula sdo mais
similares em espécies filogeneticamente mais proximas, enquanto em vista dorsal e lateral do
cranio outros fatores influenciam a forma. Sendo assim, € necessario para uma melhor
compreensao desses outros fatores, como também relacionar o uso do habitat e dieta com a

filogenia em estudos futuros.
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APENDICE A — DEFINICAO DOS MARCOS ANATOMICOS

Marcos anatomicos - Vista dorsal do Cranio

Landmarks Definicao
1 Extremidade anterior da sutura entre os nasais direito e esquerdo
2 Extremidade posterior da sutura entre nasais direito e esquerdo
3 Jung¢do entre suturas de frontais e parietais direitos e esquerdos
4 Intersecao das suturas entre parietais e interparietais direito e esquerdo
5 Extremidade posterior interparietal, na interseccao da linha sagital com a crista
nucal,
6-133 Interseccao das suturas interparietais parietais com contorno craniano, na crista
nucal (esquerda e direita)
739 Ponto de inflexdo do squamosal na origem da crista da nuca, anteriormente ao
processo pos-timpanico (esquerda e direita)
8-31 Ponto de maior largura da caixa craniana (esquerda e direita)
9-29  Ponto de inflexao (postero-lateralmente) do arco zigomatico (esquerda e direita)
10 -28  Projecao do ponto 17 - 26, no arco zigomatico (esquerda e direita)
1.2 Inflexdo no contorno craniano formado pelo forame infraorbitario, na maxila
(esquerda e direita)
1291 Inflex@o no contorno craniano formado pela raiz do canino, na maxila (esquerda
e direita)
13-20 Extremidade anterior da sutura entre o nariz ¢ a pré-maxila (esquerda e direita)
14 -23  Intersec¢do das suturas entre a nasal, frontal e pré-maxila (esquerda e direita)
15-24  Ponto mais anterior da 6rbita
1625 Ponto de maior constrigdo no frontal, anteriormente ao processo orbital
(constri¢ao inter-orbital)
17-26  Ponta do processo orbital no frontal
18 .27 Ponto de maior constricdo do processo frontal, posteriormente ao orbital (pos-
orbital constri¢ao) (esquerda e direita)
19-29 Interseccdo da borda anterior do arco zigomatico e contorno da caixa craniana

(esquerda e direita)
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Marcos anatomicos - Vista lateral do Cranio

Landmarks Definicao
1 Base anterior do primeiro incisivo superior
2 Base posterior do quinto incisivo superior
3 Base anterior do canino superior
4 Base posterior do canino superior
5 Base do terceiro pré-molar superior e primeiro molar
6 Base posterior do quarto molar superior
7 Ponto postero-ventral do condilo occipital
2 Ponto postero-dorsal da caixa craniana (extremidade posterior da linha sagital,
na jung¢ao da crista nucal)
9 Borda dorsal da crista sagital, na sutura frontal e parietal
10 Borda ventral da crista sagital, na sutura frontal e parietal
11 Interseccao das suturas do frontal esquerdo, nasal e maxilar
12 Interseccao das suturas do nasal esquerdo, pré-maxilar e maxilar
13 Extremidade anterior da sutura entre o ponto nasal esquedo e pré-maxila
14 Ponto mais interno (postero-dorsal) da cavidade glendide
15 Extremidade posterior do arco zigomatico
16 Sutura entre o jugal e 0 escamoso, no dorso dorsal borda do arco zigomatico
17 Ponta do processo frontal do jugal
18 Ponto mais anterior da orbita
19 Forame infra-orbital
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Marcos anatomicos - Vista ventral do Cranio

Landmarks Definicao
1 Localizado entre os incisivos superior esquerdo direito e esquerdo
2 Extremidade posterior da sutura das palatinas direita e esquerda
3 Ponto mais anterior do forame magno
4-25 Ponta posterior do condilo occipital esquerdo (e direito)
5 o4 Ponto sobre o contorno da caixa craniana anterior ao processo pos-timpanico
(esquerda e direita)
6-22 Ponta medial do processo pds-glendide (esquerda e direita)
7-23 Ponta lateral do processo pos-glendide (esquerda e direita)
291 Base da borda anterior da porcao alisfenoide do arco zigomatico (esquerda e
direita)
9.0 Péstero-lateral ponta do palato direito (extremidade direita da margem posterior
do palato) (esquerda e direita)
10-19 Cuspide do estilete posterior (“E” ou metastilo) do quarto molar superior direito
(esquerda e direita)
11-18 Cuspide do estilete posterior (cuspide do estilete “E” ou metastilo) do terceiro
molar superior direito (esquerda e direita)
1217 Cuspide do estilete anterior (cuspide em forma de “B” ou parastilo), do primeiro
molar superior direito (esquerda e direita)
13-16  Centro do alvéolo do canino superior esquerdo (e direito)
14 -15  Quinto incisivo superior (esquerda e direita)
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Marcos anatomicos - Vista lateral da Mandibula

Landmarks Definicao

1 Base do primeiro incisivo inferior,

2 Base posterior do quarto incisivo inferior

3 Base posterior do canino inferior

4 Base do terceiro pré-molar inferior e primeiro molar

5 Base posterior do quarto molar inferior

6 Base da borda anterior do processo corondide (ponto de maior inflexao e final
do ramo horizontal)

7 Ponto de maior inflexdo (extremidade dorsal) da borda anterior do processo
corondide

8 Dorsal mais ponto do processo corondide

9 Extremidade posterior do processo coronoide (topo da borda posterior do
processo coronoide)

10 Ponto de maior inflex@o da curva entre o condilo mandibular e a borda posterior
do processo coronoide (base da borda posterior do processo corondide)

11 Ponta lateral do condilo mandibular

12 Base posterior do processo angular

13 Ponta do processo angular

14 Base anterior do processo angular

15 Projecdo do marco 5 na borda ventral da mandibula

16 Projecdo do marco 4 na borda ventral da mandibula

17 Projecdo do marco 3 na borda ventral da mandibula

18 Extremidade antero-medial da fossa massetérica

19 Forame mentoniano anterior
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APENDICE B - TOTAL DOS GENES UTILIZADOS PARA CONSTRUCAO DA ARVORE FILOGENETICA.

(Continua)

Nome da Espécie Codigo N° do Voucher BRCA1 CYTB OGT
Cryptonanus chacoensis ~ CR_CHA_001 ~ GD521 FJ159281.1 e KU171174.1 GQ911596.1 e KU171187.1  KU171221.1
Cryptonanus unduaviensis CR_UND 002 AMNH260032 KU171175.1 KU171189.1 KU171223.1

CR_UND 004 NK14234 HM583366.1 KJ129928.1
Didelphis albiventris DI _ALB 095 UMMZ134058 MG491973.1
DI ALB 121 USNM134058 KMO071232.1
Didelphis aurita DI_AUR_001 ~ MVZ182995 MG545095.1 MG491974.1 MG554198.1
Didelphis marsupialis DI MAR 001  RSV2273 FJ159284.1 KJ129926.1
DI MAR 046  USNM578138 MG491975.1 ¢ KT437726.1
Didelphis virginiana DI VIR 001 FN30300 FJ159285.1 KJ129927.1
DI VIR 007 ROM96483 MG491976.1
Gracilinanus aceramarcae  GR_ACE 002  MUSM13002 KU171176.1 HQ622162.1 ¢ KU171190.1 KU171224.1
Gracilinanus agilis GR _AGI 051 MVZ197439 FJ159288.1e KU171177.1 KU171191.1 KUI171225.1
GR _AGI 063  MZUSP30484 HQ622150.1
Gracilinanus emiliae GR_EMI 001 DWF413 FJ159289.1 HM583367.1 KJ129929.1
GR_EMI 002  MUSM15292 KU171178.1 KUI171192.1 KU171226.1
Gracilinanus marica GR MAR 001 EBRG24864 KU171179.1 KU171193.1 KUI171227.1
Gracilinanus microtarsus ~ GR_MIC 002  MVZ182056 KU171180.1 HQ622167.1 e KU171194.1 KU171228.1
GR_MIC_003  MVZ182055 KT454017.1 KT437799.1 '
Gracilinanus peruanus GR PER 001 LHEI1676a KUI171181.1 KUI171195.1 KUI171229.1
Letodelphys halli LE HAL 001  CNP889 KUI171182.1 e KJ129882.1 HM583364.1 KJ129931.1
LE HAL 003 PNGI1399 KF164579.1
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(Continua)

Nome da Espécie Codigo N° do Voucher BRCA1 CYTB OGT
Marmosops bishopi MA BIS 002  FMNH203328 KT454024.1 KT437839.1 KU171230.1
Marmosops caucae MA CAU 003 MVZ190272 KT454008.1 KU171231.1
MA CAU 005 QCAZ8850 KT453997.1 KT437717.1
Marmosops creghtoni MA_CRE_001 CBF7641 KT454004.1 KT437740.1 KU171233.1
M. AMNH276509
armosops fuscatus MA_FUS_001 KT454010.1 KT437763.1 KU171232.1
Marmosops handleyi MA HAN 001 CTUA415 KT454007.1 KT437747.1 KU171234.1
Marmosops impavidus MA_ IMP 001 RSV2114 FJ159298.1 KJ129938.1
MA IMP 002 NK14140 HM583368.1
Marmosops incanus MA _INC 001  MZUSP29176 KT454016.1 KT437787.1
MA INC 002 MZUSP29173 KT454015.1
MA INC 149 MAMI19%4 KJ129939.1
Marmosops noctivagus MA NOC 001 MUSM13292 KT454026.1 KT437849.1 KU171236.1
Marmosops ocellatus MA OCE 003 USNMS581979 KT453998.1 KT437719.1 KU171237.1
Marmosops ojastii MA OJA 001 USNM371299 KT454030.1 KT437868.1 KUI171238.1
Marmosops pakaraimae MA PAK 001 ROMI115841 KT454001.1 KU171239.1
MA PAK 002 F47080 KC954770.1
Marmosops parvidens MA PAR 002 FN33439 FJ159301.1 K(C954760.1 KJ129937.1
MA PAR 023 LHEI1161 KC954761.1
Marmosops paulensis MA PAU 002 MVZ183244 KT454009.1 KT437761.1 KU171240.1
Marmosops pinheiroi MA PIN 019  TKI10169 KC954766.1
Metachirus nudicaudatus ~ ME_NUD 001 RSV2329 FJ159303.1 KJ129910.1
ME NUD 002 ROMI105345 KU171183.1 KU171196.1 KUI171241.1
Thylamys elegans TH_ELE 001  NK27583 KJ129885.1 HM583376.1 e AF431929.1 KJ129932.1
TH_ELE 011  UCK22 KP994531.1
Thylamys karimii TH_KAR 001 APCI1561 KJ129881.1 HM583381.1 KJ129930.1
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(Conclusao)

Nome da Espécie Codigo N° do Voucher BRCA1 CYTB OGT
Thylamys macrura TH _MAC 001 NK27536 FJ159317.1 HM583383.1 ¢ AF431926.1 KJ129933.1
Thylamys pallidior TH PAL 001  Arg43 KJ1129883.1 KF622581.1e
TH _PAL 002 NBH7697 KF622580.1
FJ159318.1 HM583384.1
Thylamys pulchellus TH PUL 002  JPJ1743 KF164558.1
Thylamys pusilla/pusillus ~ TH PUS 001  NK25139 FJ159319.1 HM583416.1 e AF431927.1 KJ129934.1
Thylamys sponsorius TH SPO 012  NK23763 KF622601.1 ¢
HM583441.1 KEF622600.1
Thylamys tatei TH_TAT 001 HM583449.1
Thylamys velutinus TH VEL 001  OMNH37216 HM583451.1
TH_VEL 002 OMNH22284 HM583450.1
Thylamys venustus TH_VEN 002 NBH2020 KJ129886.1 HM583454.1 KF622627.1 ¢

KF622626.1
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APENDICE C - LISTADAS DOS ESPECIMES FOTOGRAFADOS DAS COLECOES.

Apéndice C — Siglas das cole¢des/instituicdes: Colecdo de Mastozoologia do Museu de
Ciéncias Naturais da Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais, Belo Horizonte - MG
(MCN), Colegao de Mastozoologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Minas Gerais, Belo Horizonte - MG (UFMG), Cole¢ao da Universidade Federal de Santa
Maria, Santa Maria - RS (UFSM), Colegao da Universidade Federal de Vigosa, Vigcosa — MG
(CM) e Colegao de Pequenos Mamiferos da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri, Diamantina — MG (MDIA).

Cryptonanus agricolai - Fémea: MCN 2090; CM 3396. Macho: MCN 1282; MCN 1456;
MCN 2588; MCN 2907; MCN 2263; CM 3393.

Gracilinanus agilis - Fémea: MCN 1278; MCN 3559; UFMG 2435; UFMG 2507; UFMG
2433; UFMG 2434; UFMG 2506; UFMG 2493; UFMG 2509; UFMG 2513; UFMG 2514;
UFMG 2520; UFMG 2521; UFMG 2525; UFMG 2528; UFMG 2531; CM 218; CM 649;
CM 2714; CM 3416; CM 3891; MDIA 005. Macho: MCN 179; MCN 387; MCN 656;
MCN 1281; MCN 1426; MCN 1464; MCN 2143; MCN 2420; MCN 3500; MCN 3543;
UFMG 2501; UFMG 1709; UFMG 2498; UFMG 2497; UFMG 2508; UFMG 2512; UFMG
2515; UFMG 2518; UFMG 2519; UFMG 2523; UFMG 2524; UFMG 2526; UFMG 2527,
UFMG 2529; UFMG 2530; UFMG 2533; UFMG 3829; CM 2715; CM 2721; MDIA 021;
MDIA 130.

Gracilinanus microtarsus - Fémea: MCN 1965; MCN 3511; MCZ 1166; MCZ 1811; MCZ
2494; CM 3899. Macho: MCN 742; MCN 2570; MCN 2937; MCZ 1812; MCZ 1813; MCZ
1927; MCZ 2534; MCZ 3905; MCZ 4018; MCZ 4275; MCZ 6161; CM 2348; CM 3900;
CM 4382; CM 4383.

Marmosops incanus - Fémea: MDIA 040; MCN 395; MCN 691; MCN 865; MCN 1590;
MCN 1833; MCN 2315; MCN 2351; MCN 2434; MCN 2550; MCN 2790; MCN 3353;
MCN 3575; UFMG 943; UFMG 1007; UFMG 1008; UFMG 1164; UFMG 1422; UFMG
1423; UFMG 1429; UFMG 1432; UFMG 1818; UFMG 2042; UFMG 2001; UFMG 2603;
UFMG 2607; UFMG 4507; UFMG 6287; MCV 695; MCV 1104; MCV 1125; MCV 1207;
MCV 1304; MCV 1605; MCV 1606; MCV 1607; MCV 1611; MCV 2033; MCV 2037;
MCV 2289; MCV 2295; MCV 2306; MCV 2307; Macho: MDIA 085; MCN 495; MCN
834; MCN 862; MCN 2123; MCN 2429; MCN 3331; MCN 3501; MCN 3564; MCN 3565;
UFMG 1160; UFMG 1415; UFMG 1420; UFMG 1424; UFMG 1430; UFMG 1466; UFMG
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1929; UFMG 2000; UFMG 2254; UFMG 2255; UFMG 2257; UFMG 2258; UFMG 2262;
UFMG 2263; UFMG 2600; UFMG 2604; UFMG 3806; UFMG 4555; MCV  692; MCV
1099; MCV 1101; MCV 1103; MCV 2031; MCV 2039; MCV 2290; MCV  2302; MCV
3896; MCV 3897.

Marmosops paulensis - Fémea: MCN 2884; UFMG 2265; UFMG 2266; UFMG 2267; CM
1610. Macho: MCN 1276; MCN 1369; UFMG 2250; CM 1608; CM 1609;

Thylamys karimii - Fémea: MCN 3401; MCN 3542; MCN 3577; UFMG 3772; UFMG 3780.
Macho: MCN 1422; MCN 1423; MCN 2286

Thylamys macrurus - Fémea: UFSM 631. Macho: UFSM 035.

Thylamys velutinus - Fémea: MCN 1870; MCN 2415; MCN 2744; UFMG 2389.
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APENDICE D - ARVORE FILOGENETICA CONSTRUIDA A PARTIR DOS GENES DE BRCA1, CYTB E OGT
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CR CHA
CR_UND
LE HAL
TH_ELE
TH_PUL
TH_PAL
TH_TAT
TH_MAC
TH_PUS
TH_SPO
TH_VEN
TH_KAR
TH_VEL
GR_ACE
GR_AGI
GR_MIC
GR_PER
GR_EMI
GR_MAR
MA_BIS
MA_OJA
MA_FUS
MA_HAN
MA_PAK
MA_PAR
MA_PIN
MA_CAU
MA_CRE
MA_NOC
MA_IMP
MA_OCE
MA_INC
MA_PAU
DI_ALB
DI_AUR
DI_MAR
DI VIR
ME_NUD



Apéndice D — Legenda dos ramos da Filogenia:

CR_CHA: Cryptonanus chacoensis,
CR _UND: C. unduaviensis.

DI ALB: Didelphis albiventris,
DI AUR: D. aurita,

DI MAR: D. marsupialis,

DI VIR: D. virginiana.

GR_ACE: Gracilinanus aceramarcae;
GR_AGI: G. agilis,

GR_EMI: G. emiliae;

GR_MAR: G. marica;

GR _MIC: G. microtarsus,

GR_PER: G. peruanus.

LE HAL: Lestodelphis halli.

MA BIS: Marmosops bishopi;
MA_ CAU: M. caucae;

MA CRE: M. creghtoni,

MA FUS: M. fuscatus;

MA HAN: M. handleyi;

MA IMP: M. impavidus,

MA _INC: M. incanus;

MA NOC: M. noctivagus,
MA_OCE: M. ocellatus,
MA OJA: M. ojastii;

MA PAK: M. pakaraimae;
MA_ PAR: M. parvidens;,
MA PAU: M. paulensis;
MA_PIN: M. pinheiroi.

ME NUD: Metachirus nudicaudatus.

TH_ELE: Thylamys elegans;
TH KAR: T. karimi;
TH_MAC: T. macrurus,

TH _PAL: T. pallidor,

TH PUL: T. pulchellus,

TH PUS: T. pusillus,
TH_SPO: T. sponsorius,
TH_TAT: T. tatei;

TH_ VEL: T. velutinus;
TH_VEN: T. venustus.
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