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RESUMO 

Os marsupiais neotropicais formam uma comunidade de pequenos mamíferos de grande 

importância no equilíbrio dos ecossistemas sul-americanos. Sabe-se que algumas dessas espécies 

possuem uma marcada estrutura genética espacial, com diferentes linhagens genéticas ocorrendo 

em diferentes porções de suas distribuições. Assim, o presente estudo busca aprofundar o 

conhecimento sobre a variação genética e morfológica de espécies de marsupiais didelfídeos para 

entender sua origem, estrutura populacional, bem como avaliar a existência de novas linhagens 

genéticas em áreas pouco estudadas. A tese está composta por três manuscritos, cada um 

abordando um dos gêneros de marsupial investigado neste estudo: Cryptonanus, Gracilinanus e 

Marmosa. O objetivo geral do trabalho foi compreender os processos evolutivos responsáveis pela 

diversificação em nível genético e morfológico em marsupiais didelfídeos na América do Sul. Para 

Cryptonanus as árvores filogenéticas construídas a partir de dados moleculares de dois genes 

mitocondriais, Cytb e COI, foram essenciais para identificar de maneira não-ambígua os seis 

espécimes avaliados neste estudo, dois dos quais mostraram-se como uma nova linhagem 

mitocondrial de Cryptonanus agricolai para o Nordeste do Brasil, no cerrado maranhense, em uma 

localidade onde não havia registro da espécie. No caso de Gracilinanus, utilizamos ferramentas 

biogeográficas e de genética de populações para entender a distribuição geográfica dessas espécies 

ao longo dos últimos milhões de anos. A origem do gênero foi datada para o Mioceno médio, 

quando as espécies começaram a se diversificar para suas distribuições atuais. Uma abordagem 

comparativa entre G. agilis e G. microtarsus sugeriu evidências de expansão populacional recente 

(~21.300 anos atrás) para G. agilis, que habita florestas secas, mas não para G. microtarsus, que 

ocorre na Mata Atlântica brasileira. Esse resultado sugere que enquanto G. microtarsus foi mais 

resiliente à provável redução da cobertura florestal ocorrida durante os ciclos glaciais do 
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Pleistoceno, G. agilis foi exposta a uma maior instabilidade ecológica, principalmente no bioma 

Caatinga. Para o gênero Marmosa, analisamos dados craniométricos de M. (M.) murina e M. 

(Micoureus) spp. buscando identificar diferenças na forma craniana em diferentes contextos 

ecológicos (Floresta Amazônica, Mata Atlântica e Diagonal aberta). Em geral, as análises de 

variação canônica para cada uma das vistas cranianas (dorsal, lateral e ventral) indicaram 

diferenças significativas entre grupos ecológicos para ambos os subgêneros, sendo as duas 

principais diferenças entre Floresta Amazônica vs. Mata Atlântica, e entre o sul vs. norte do rio 

São Francisco, na Mata Atlântica. Os resultados mostram que os padrões históricos de 

fragmentação ambiental parecem mais importantes para explicar a variação morfológica em 

Marmosa e Micoureus do que processos adaptativos associados às características ecológicas gerais 

de cada bioma. 
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ABSTRACT 

Neotropical marsupials form a community of small mammals of greatest importance in 

maintaining ecological equilibrium in South-American ecosystems. It is known that some of these 

species show a marked spatial genetic structure, with different genetic lineages occurring in 

different parts of their distributions. The present study aspires to contribute to the knowledge about 

the genetic and morphological variation of didelphid marsupials in order to understand its origin, 

population structure, and to evaluate the occurrence of new genetic lineages in poorly studied 

regions. The thesis is composed of three manuscripts, each involving one of the marsupial genera 

investigated here: Cryptonanus, Gracilinanus and Marmosa. The general aim of the study was to 

understand the evolutionary processes causing genetic and morphological diversification of 

didelphid marsupials in South America. For Cryptonanus, phylogenetic trees build from two 

mitochondrial genes, Cytb and COI, were essential to identify unambiguously the six specimens 

evaluated in this study, two of which showed a new mitochondrial lineage for C. agricolai from 

Northeastern Brazil, in the savannah (Cerrado) of the Maranhão state, in a locality with no previous 

record for this species. For Gracilinanus, we used biogeographic and population genetic tools to 

understand the distribution of these species along the last million years. The origin of the genus 

dated from the Middle Miocene, since when the species started to diversify into their current 

distributions. A comparative analysis including G. agilis and G. microtarsus showed evidence of 

a recent (~21,300 years ago) population expansion for G. aglis, which occurs in dry forests, but 

not for G. microtarsus, which occurs in the Brazilian Atlantic Forest. This result suggests that the 

latter species was more resilient to the likely reduction in forest cover during the Pleistocene glacial 

cycles, G. agilis was exposed to higher ecological instability, especially in the Caatinga biome. 

For Marmosa, we analyzed craniometric data from M. (M.) murina and M. (Micoureus) spp. 
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aiming to identify differences in cranial form among different ecological settings (Amazon Forest, 

Atlantic Forest, Open Diagonal). In general, the canonical variation analysis for each of the cranial 

views (dorsal, lateral, ventral) indicated significant differences between ecological groups for both 

subgenera, the two major differences being between the Amazon and the Atlantic forests, and 

between the southern and northern margins of the São Francisco River, in the Atlantic Forest. 

These results show that the historical patterns of environment fragmentation seem more important 

in explaining morphological variation in Marmosa than adaptive processes associated to the 

different general ecological features of each biome. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 Estudos evolutivos 

Estudos biológicos têm usado as análises filogeográficas para avaliar os efeitos da história 

e do ambiente sobre os padrões de variação (genético e morfológico) de diferentes espécies, de 

modo comparativo (Hey e Machado, 2003; ver Gehara et al., 2017 para um exemplo envolvendo 

espécies Neotropicais de ocorrência na Caatinga). Estes estudos, revelam padrões de divergência 

genética e fluxo gênico que evidenciam os processos evolutivos associados às diferentes condições 

ambientais e ao isolamento geográfico, pois as populações carregam em sua história evolutiva 

marcas destes acontecimentos, sejam eles mais relacionados a processos de deriva ou seleção 

causada por diferentes contextos ecológicos (Hare e Avise, 1997; Schluter, 2009; Hickerson et al., 

2010; Sexton et al., 2013). 

Dentre as diferentes hipóteses evolutivas que podem ser avaliadas em estudos 

filogeográficos estão 1) processos de vicariância associados à tectônica de placas (Colley e 

Fischer, 2013), 2) surgimento de pontes de conexão entre áreas antes separadas (Hurt et al., 2009), 

3) o efeito de barreiras ao fluxo gênico – rios ou refúgios climáticos – na diversificação de 

linhagens (Costa, 2003; Faria et al., 2013), entre outros. A compreensão dos processos associados 

à diversidade (e divergência) genética é útil para diagnosticar áreas importantes para conservação 

através da delimitação de unidades evolutivamente significantes (Crandall et al., 2000). 

Dados moleculares constituem a base para estudos filogeográficos, pois utilizam as 

variações genéticas intraespecíficas e os dados ecológicos e geológicos de forma complementar 

para compreender como as espécies se distribuem no tempo e no espaço, gerando informações 

importantes na criação e monitoramento de estratégias de manejo das populações, além de, em 

casos específicos, ajudar a desvendar diversidade genética críptica, possibilitando a identificação 
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de novos táxons e linhagens evolutivas importantes (Centeno-Cuadros et al., 2017; Meireles e 

Manos, 2018; Garcia-Cisneros et al., 2018). Seus dados, em um contexto comparativo, podem 

revelar como uma comunidade inteira ou uma assembleia estão estruturadas por compartilhar 

respostas de passado comum e eventos históricos únicos espécie-específicos (Knowles, 2009). 

Desde a sua fundação, com a integração dos dados filogenéticos com os dados de genética 

de populações por Avise et al. (1987), a filogeografia vem permitindo a integração de diferentes 

campos das ciências naturais. Essa configuração interdisciplinar é essencial para entender como o 

clima, a geografia e as interações ecológicas determinam e interagem com a composição e a 

evolução da comunidade (Hickerson et al., 2010). O uso de múltiplos loci, em geral mitocondrial 

e nuclear, mostram resultados mais informativos (Harlin-Cognato et al. 2007), úteis na 

identificação de espécies com filogenias conflitantes (Dolman and Moritz 2006). Ainda assim, o 

uso de marcadores únicos, em especial, genes do genoma mitocondrial, seguem sendo amplamente 

utilizados, sendo a base para a identificação taxonômica no contexto dos “códigos de barra” de 

DNA (p. ex. Hebert et al., 2003; Ivanova et al., 2012; Agrizzi et al., 2012), ou em contexto mais 

amplo, na determinação de espécies crípticas (p. ex. Liu et al., 2018; Fegies et al., 2021; 

Nascimento et al., 2022) e para avaliar o grau de estrutura populacional (p. ex. Nascimento et al., 

2018; Kusnadi et al., 2022). O mtDNA tem algumas características interessantes, como a alta taxa 

evolutiva, o grande número de cópias por célula (o que é uma vantagem quando se trata de DNA 

antigo ou espécimes de museu), além do fato de que bancos de dados para sequências de mtDNA 

são muito mais extensos do que para marcadores autossômicos. 

Nos estudos filogeográficos da última década, há um crescente interesse em associar dados 

moleculares aos padrões espaço-temporais de mudanças paleoclimáticas (p. ex. Werneck et al., 

2012, 2015; Leite et al., 2016; Lanna et al., 2018). Nesse sentido, os dados moleculares devem ser 
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interpretados à luz do conhecimento produzido por diferentes áreas, como a botânica (Silveira et 

al., 2019), geologia (Auler e Smart 2001; Cruz et al., 2007), e paleopalinologia (Colinvaux et al., 

1996; Behling et al., 2000; Sifeddine et al., 2003). Em termos metodológicos, inferências baseadas 

em modelos evolutivos explícitos, como por exemplo aquelas propiciadas pelo uso de computação 

Bayesiana aproximada (ABC) possibilitou, através de simulações coalescentes e da comparação 

de estatísticas sumárias entre as simulações e dados empíricos, avaliar quais cenários 

biogeográficos testados se ajustam melhor aos dados reais (Cornuet et al., 2010; Burr e Skurikhin, 

2013), possibilitando também a inferência de parâmetros evolutivos relevantes como a datação de 

eventos de gargalos (Ony et al., 2021) ou expansões populacionais (Yang et al., 2016) e a 

divergência entre diferentes linhagens evolutivas (Bruschi et al., 2019). 

 

1.2 Morfometria geométrica: caracteres morfológicos na complementação de dados 

genéticos 

 Tipicamente, os dados moleculares indicam um nível de variação que não é detectada em 

nível de fenótipo, sendo usado em situações em que a morfologia seria ineficiente para distinguir 

entre linhagens evolutivas (Dolman e Moritz, 2006). Contudo, a compreensão da própria definição 

dos táxons e de suas adaptações ao meio passa por critérios que não dependem exclusivamente de 

dados moleculares, mas também morfológicos e ecológicos. Assim, uma análise conjunta de dados 

morfológicos e moleculares permite uma maior robustez para as inferências taxonômicas e 

filogeográficas (ou biogeográficas) (Bueno-Silva, 2012). Nessa perspectiva, a morfometria 

geométrica tem permitido resultados fundamentais quando aliada a estudos genéticos, sendo uma 

ferramenta de grande importância para estudos evolutivos (Cordeiro-Estrela et al., 2006; Maestri 

et al., 2017a; 2017b). 
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O diferencial da morfometria geométrica é que as medidas obtidas por marcos anatômicos 

preservam a geometria da forma, permitindo avaliar adequadamente tamanho e forma de maneira 

independente (Breno et al., 2011; Márquez et a., 2012). Junto com as modificações morfológicas, 

estão as variações direcionadas pelos processos ecológicos, ou seja, aquelas modificações 

corporais que respondem aos diferentes nichos ecológicos e que são importantes no processo de 

seleção natural. A morfometria geométrica usa análises estatísticas multivariadas para dados 

quantitativos variáveis, tais como largura, comprimento e altura, e quando aliado a estudos 

ecológicos são importantes na identificação de mudanças fenotípicas decisivas para a adaptação 

das espécies ao ambiente (Adams e Rohlf, 2004; Kulemeyer et al., 2009; Eads et al., 2012; Evin 

et al., 2011). Assim, estudos de morfometria geométrica e ecológicos incrementam análises 

evolutivas e podem ser essenciais na diferenciação de grupos morfologicamente adaptados aos 

diferentes habitats (Antonucci et al., 2009; Hepp et al., 2012).  

Os estudos usando morfometria geométrica ganharam mais espaço à medida que se inter-

relacionam com dados moleculares, pois estes se somam e completam informações em vários 

grupos de espécies, incluindo animais (Cardini et al., 2004; Cooper et al., 2010; Freitas et al., 2012) 

e plantas (Maestri et al., 2013). Para o grupo de pequenos mamíferos, esses estudos mostram-se 

conclusivos na delimitação de espécies próximas (Cordeiro-Estrela et al., 2006; 2008). Astúa 

(2009; 2010), através das medidas morfológicas da forma, analisou crânio e escápula de marsupiais 

neotropicais, o que possibilitou de modo conclusivo a diferenciação das três ordens existentes para 

o novo mundo, e mostrou também a variação que há entre cada espécie de marsupiais didelfídeos. 

Ainda usando morfometria geométrica, (Damasceno e Astúa (2016) verificaram diferenças 

significantes entre as subespécies do marsupial semi-aquático, Chironectis minimus, indicando a 

necessidade de uma revisão bibliográfica da espécie por meio de análises filogenéticas. Assim, 
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estudos com morfometria geométrica aliados com outras análises evolutivas moleculares podem 

fornecer subsídios completos para a avaliação das variações geográficas populacionais e 

taxonômicas para diversos grupos de espécies. 

 

1.3 Marsupiais Neotropicais  

Os marsupiais representam um grupo de espécies de grande valor ecológico, pois compõem 

uma comunidade vital no equilíbrio dos ecossistemas sul-americanos, sendo considerados também 

como indicadores da qualidade ambiental (Bonvicino et al., 2002; Almeida et al., 2008; Quintela 

et al., 2013; Cerboncini et al., 2014). Essas espécies podem possuir grande diversidade genética, 

o que, somado à sua ampla distribuição geográfica, pode resultar em populações estruturadas, 

indicativas de diferenciação intraespecífica - um primeiro passo no surgimento de novas linhagens 

ou táxons (Costa, 2003). 

Em termos taxonômicos, há três ordens de marsupiais neotropicais: Microbiotheria, 

Paucituberculata e Didelphimorphia, sendo que esta última é a mais diversificada, com pelo menos 

18 gêneros e 91 espécies em uma única família, Didelphidae (Gardner, 2008) e segue aumentando 

ao longo dos anos (Semedo et al., 2015; Voss et al., 2021; Fegies et al., 2021). Seus representantes 

são conhecidos como didelfídeos e compõem um grupo de pequenos mamíferos não-voadores cuja 

sistemática e filogenia ainda não estão completamente elucidadas (Gardner, 2008; Voss e Jansa, 

2009; Semedo et al., 2015). Gardner (2008), utilizando caracteres morfológicos, divide a família 

em duas subfamílias: Caluromyinae, sem divisão em tribos e incluindo: Caluromys, 

Caluromysiops e Glironia; e Didelphinae dividida em três tribos: Didelphini (Chironectes, 

Didelphis, Lutreolina, Philander) Metachirini (Metachirus) e Monodelphini (Chacodelphys, 

Cryptonanus, Gracilinanus, Hyladelphys, Lestodelphys, Marmosa, Marmosops, Micoureus, 
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Monodelphis e Thylamys). Voss e Jansa (2009), com base em caracteres morfológicos e 

moleculares, fizeram algumas modificações nessa classificação e definiram quatro subfamílias, 

corroboradas por análises filogenéticas: Glironiinae (Glironia), Caluromyinae (Caluromys e 

Caluromysiops), Hyladelphinae (Hyladelphys) e Didelphinae (Marmosini, Metachirini, Didelphini 

e Thylamyini). As quatro tribos de Didelphinae são compostas pelos seguintes gêneros: 

Marmosini - Marmosa, Monodelphis e Tlacuatzin; Metachirini - Metachirus; Didelphini - 

Chironectes, Didelphis, Lutreolina e Philander; e Thylamyini - Chacodelphys, Cryptonanus, 

Gracilinanus, Lestodelphys, Marmosops e Thylamys. 

A filogenia dos didelfídeos ainda não está totalmente bem resolvida, já que Glironiinae 

pode representar o clado mais divergente dentro da família, seguido por Caluromynae, ou formar 

junto com esse último o grupo irmão do clado (Hyladelphinae, Didelphinae) (Voos e Jansa, 2009). 

Outra relação controversa envolve Marmosini, para a qual há três formas possíveis de organização 

filogenética dos três gêneros: I, ((Marmosa + Tlacuatzin) + Monodelphis); II, (Marmosa + 

Monodelphis) + Tlacuatzin); III, ((Marmosa) + (Tlacuatzin + Monodelphis)). Em todo caso, a 

monofilia da tribo e do gênero Marmosa sempre tem recebido alto suporte (Voos e Jansa, 2009). 

Suas inconsistências estão sendo detectadas em nível de gênero, com um aumento considerável no 

número de subgêneros e de novas espécies descritos com base em dados moleculares na última 

década (Voss et al., 2014; Silva et al., 2019; Voss et al., 2021). 

Os didelfídeos compõem uma ordem amplamente distribuída e bastante diversificada, 

podendo ser encontrada desde a América do Norte, onde estão em menor número de espécies, 

passando pela América Central e do Sul, onde a diversidade é significativamente maior (Gardner 

2008). Estudos filogenéticos e de estruturação populacional das espécies de marsupiais 

neotropicais, podem, então, fornecer importantes meios para entender melhor a dinâmica evolutiva 
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nos domínios de Florestas tropicais e a diagonal de formação aberta da América do Sul. Ao mesmo 

tempo, podem indicar se há populações diferentes, com estoques genéticos relevantes para a 

conservação de suas diversidades, uma vez que processos antrópicos estão ocorrendo 

constantemente e destruindo os habitats dessas populações. 

 

1.3.1 Cryptonanus Voss, Lunde, and Jansa, 2005 

O gênero Cryptonanus foi descrito por Voss, Lunde e Jansa, (2005) a partir de amostras de 

thylamyinios identificados como Gracilinanus. Ambos Gracilinanus e Cryptonanus pertencem à 

tribo Thylamyini, caracterizada pela presença de um carácter apomórfico que os separam dos 

outros didelfídeos: uma fenestra na sutura entre os ossos parietal e squamosal (Voss et al., 2005). 

Porém, Cryptonanus diferencia-se de Gracilinanus por não apresentar: fenestração maxilar, 

forame oval secundário, e processo rostral do pré-maxilar (Figura 1; Voss e Jansa, 2009). Após 

uma grande revisão taxonômica que envolveu dados morfológicos e moleculares, foi estabelecido 

que o gênero contém quatro espécies válidas distribuídas pela América do Sul, cada uma 

apresentando até quatro novas linhagens, as quais foram indicadas por letras: C. agricolai (A, B e 

C), C. chacoensis (A, B, C e D), C. unduaviensis e C. guahybae (A e B); apenas C. unduaviensis 

permaneceu sem alterações (Fegies et al., 2021). São espécimes de pequeno porte, com massa 

corporal em torno de 18g, cuícas graciosas aparentemente escansoriais, usando o solo e a vegetação 

para forragear (Voss et al., 2005; Reis et al., 2006). 
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Figura 1. Gracilinanus agilis (A) e Cryptonanus unduaviensis (B). A seta vermelha indica a 

fenestração maxilar , a seta azul indica o forame oval secundário, e a seta verde indica o processo 

rostral do pré-maxilar, caracteres diagnósticos, ausentes ou presentes, dos gêneros Cryptonanus e 

Gracilinanus. 

 

Cryptonanus é conhecido principalmente em biomas tropicais e subtropicais não florestado 

ao sul do Rio Amazônas e leste dos Andes, incluindo Caatinga, Cerrado, Chaco, e norte dos 

Pampas, as localidades até então disponíveis inclui Paraguai, Uruguai, oeste da Bolívia, norte da 

Argentina, e centro e leste do Brasil (Voss e Jansa, 2009). A espécie C. unduaviensis antes 

registrada apenas para Bolívia atualmente já foi encontrada no extremo oeste do estado do Mato 

Grosso, no centro-oeste do Brasil, e no Paraguai, onde foi encontrada em simpatria com C. 

chacoensis (Fegies et al., 2021). C. chacoensis ocorre na Argentina, Brasil e Paraguai, enquanto 

C. guahybae distribui-se apenas pela região sul do Brasil, já C. agricolai embora também seja 

restrita ao território brasileiro, tem uma distribuição bem mais extensa, ocorrendo em uma ampla 

área que engloba toda a diagonal aberta do Brasil, nos biomas Cerrado e Caatinga, podendo ser 

encontrado também em regiões de Mata Atlântica, no sudeste brasileiro (Guerra e Costa 2019; 

Fegies et al., 2021). 
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1.3.2 Gracilinanus Gardner e Creighton, 1989 

O gênero Gracilinanus contêm seis espécies: G. aceramacae, G. agilis, G. dryas, G. 

marica, e G. microtarsus, distribuídas desde a Colômbia até o norte da Argentina em zonas 

tropicais e subtropicais a oeste da Cordilheira dos Andes à cerca de 3.000 m (Creighton e Gardner, 

2008). Espécies deste gênero apresentam porte pequeno com massa corporal variando entre 10 e 

50g e tem alimentação onívoro, típico de muitos marsupiais didelfídeos (Reis et al., 2006). Entre 

as características diagnósticas do crânio, em Gracilinanus há uma ampla fenestração palatina (seta 

vermelha), e um forame oval secundário formado por um processo anteromedial da asa timpânica 

do alisfenóide (seta azul) (Figura 1; Voss et al., 2005; Pires et al., 2010). 

G. agilis apresenta uma ampla distribuição geográfica ocorrendo na Argentina, Uruguai, 

Bolívia, Peru, Paraguai e Brasil, no qual pode ser encontrado em florestas secas e matas de galeria 

do Cerrado, Caatinga e Pantanal, havendo registro para as bacias dos rios Araguaia e Paraná 

(Cáceres et al., 2008; Creighton e Gardner, 2008; Ribeiro, 2011; Paglia et al., 2012). As espécies 

G. microtarsus e G. emiliae ocorrem também em outros países Sul Americanos e no Brasil são 

restritos à Mata Atlântica e à Amazônia, respetivamente (Creighton e Gardner, 2008; Paglia et al., 

2012). 

As duas espécies mais amplamente distribuídas no Brasil são G. agilis e G. microtarsus, 

que podem ser facilmente diagnosticados através de dados morfológicos e moleculares (Costa et 

al., 2003). Costa et al., (2003) indicaram a existência de ampla variação molecular intraespecífica 

para os dois táxons, com três clados mitocondriais para G. agilis e dois clados mitocondriais para 

G. microtarsus. Faria et al., (2013), indica a presença de uma estrutura populacional com três 

clados dentro de G. agilis ao longo da Diagonal aberta Sul Americana, e Loss et al., (2011) indicam 

a existência de três distintas linhagens para G. microtarsus, apontadas por dados moleculares e 
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morfológicos. Todos esses achados mostram a volatilidade das classificações quando se verifica 

intimamente os pequenos mamíferos neotropicais, e incentivam a investigação de indivíduos de 

mais áreas amostrais. 

 

1.3.3 Marmosa (Linnaeus, 1758) 

Espécies de marsupiais didelfídeos do gênero Marmosa distribuem-se desde vegetações 

tropicais e subtropicais do México ao Norte da Argentina, até habitats variados como vegetações 

xerófilas espinhosas, savanas, florestas tropicais e florestas úmidas em montanhas a cerca 3.000 

metros acima do nível do mar, apresentando, portanto, uma ampla tolerância de temperatura e 

umidade (Creighton e Gardner, 2008). Gardner (2008), descreveu 15 espécies para o gênero, e 

Voss et al. (2014) através de informações morfológicas, moleculares do gene mitocondrial 

citocromo b (mt-Cytb) e de genes nucleares (BRCA1, OGT e SLC38), descrevendo agora 19 

espécies, concluíram que o gênero Marmosa é composto por cinco subgêneros: dois novos 

descritos por eles (Exulomarmosa e Eomarmosa,), Stegnomarmosa redescrito por Solari e Pine 

(2008), e elevaram Marmosa e Micoureus ao nível de subgênero. Esses dois últimos são mais 

amplamente distribuídos pelos biomas brasileiros e serão tratados no presente estudo.  

O subgênero Marmosa inclui quatro espécies: M. (M.) murina, M. (M.) waterhousei, M. 

(M.) tyleriana e M. (M.) macrotarsus. Esse subgênero está distribuído por países ao norte da 

América do Sul, como Colômbia, Venezuela, Trinidad e Tobago, Equador e Guianas, e também 

em grande parte do Brasil, chegando até Peru e Bolívia (Voss et al., 2014). No Brasil, o subgênero 

mostra uma ampla distribuição, ocorrendo tanto em florestas tropicais, como a Amazônia e a Mata 

Atlântica, quanto em áreas mais áridas em zonas de transição, como o Cerrado e a Caatinga 

(Creighton e Gardner, 2008). Seus tamanhos corporais variam de pequeno a médio e M. (M.) 
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murina pode atingir cerca de 100g; geralmente são insetívoros onívoros e possuem hábito 

escansorial (Reis et al., 2006). 

Estudos morfológicos e moleculares desenvolvidos por Gutiérrez et al., (2010), Rossi 

(2010) e Voss et al., (2014) confirmam a monofilia de M. (M.) murina, Steiner e Catzefler (2003), 

entretanto, usando DNA mitocondrial e morfologia, verificaram indícios da possível variação entre 

grupos de indivíduos de M. (M.) murina, sugerindo a necessidade de estudos que comprovassem 

a existência de mais de uma espécie biológica ao longo da sua distribuição. Rocha et al., (2015), 

identificou sete clados de M. (M.) murina ao longo de sua distribuição, cinco desses foram bem 

suportados pelas análises filogenética, todos encontrados no Brasil, e dois foram polimórficos, 

ambos encontrados no Norte da Amazônia, distribuídos pelo Brasil e região das guianas. Os 

estudos para avaliar a diversidade da espécie ao longo de toda sua distribuição estão incompletos, 

por isso, trabalhos que busquem ampliar essa perspectiva, seja de maneira morfológica ou 

molecular, devem elucidar questões fundamentais para a taxonomia deste subgênero. 

As espécies de Micoureus ocorrem em florestas baixas e montanhosas do sul de Belize até 

o Paraguai e norte da Argentina. Os espécimes costumam ser maiores que as outras espécies do 

gênero, atingindo cerca de 150g, possuem hábitos arborícolas e uma pelagem mais lanosa 

estendendo-se até a cauda (Reis et al., 2006). Na revisão do gênero Marmosa, Voss et al., (2014) 

propuseram tratar o então gênero Micoureus como subgênero, para resolver relações parafiléticas, 

nesta classificação, o subgênero é representado por seis espécies distribuídas alopatricamente nas 

Américas Central e do Sul. Quatro espécies têm distribuição cis-Andina: M. (Mi.) constantiae, M. 

(Mi.) demerarae, M. (Mi.) paraguayana, e M. (Mi.) regina, enquanto outras duas têm distribuição 

trans-Andina: M. (Mi.) alstoni, e M. (Mi.) phaea (Voss et al., 2014), refletindo uma colonização 

recente (Sancha et al., 2011). 
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Todas as espécies cis-Andinas são encontradas no Brasil (Gardner 2008; Voss et al., 2014).  

Uma recente revisão taxonômica do subgênero, porém, revela a existência de pelo menos 20 

espécies de Marmosa (Mi.), suas conclusões elucidam alguns complexos de espécies, mas 

confirmam a morfologia bastante conservada do subgênero, e indicam apenas alguns poucos 

caracteres morfológicos usados na distinção das putativas espécies, sendo eles caracteres 

craniodentais não métricos (Voss et al., 2021). Nesta revisão, dados moleculares, no entanto, 

contribuem com bastante suporte para confirmação das novas espécies indicadas. Antes de Voss 

et al., (2021), Silva et al., (2019) considerou somente oito espécies putativas para o subgênero 

Micoureus, as divergências entre os estudos, em tão pouco tempo entre eles, mostram como as 

classificações morfológicas são dinâmicas, e à medida que novos espécimes e localidades são 

estudados novas reclassificações surgem. 

Para os demais subgêneros de Marmosa houve poucas alterações taxonômicas após as 

classificações de Voss et al., (2014), porém, segundo Solari e Pine (2008), as espécies deste gênero 

são principalmente as sobras de arranjos taxonômicos anteriores, sendo que mesmo as revisões 

mais recentes e completas não resolveram completamente as relações entre Marmosa e os muitos 

táxons anteriormente incluídos em Marmosa ou listados como sinônimos dele. Percebe-se que o 

grande número de táxons recentemente revelados para Micoureus intensificam esse achado, e 

parece indicar a necessidade de uma revisão minuciosa para o gênero. 
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1.4 Justificativa 

 As espécies estudadas no presente estudo possuem amplas distribuições ao longo da 

América do Sul, percorrendo biomas variados, como: Mata Atlântica, Cerrado, Caatinga e 

Amazônia, áreas com características ecológicas diferentes. Ao entender os processos de 

diversificação das populações busca-se também identificar a dinâmica das mudanças ambientais 

que culminou com a formação da paisagem em que estas estão adaptadas, por isso, a diferenciação 

morfológica interespecífica e intraespecíficas devem ser bem exploradas, por dados morfológicos 

e moleculares, afim de chegar a conclusões concretas sobre a diversidade populacional e dessa 

forma podermos tomar decisões taxonômicas relevantes para a conservação das espécies. 

 Neste contexto, é imprescindível refinar o conhecimento sobre os biomas onde estas 

espécies estão distribuídas, em especial no Brasil, que possui dois hotspots de biodiversidade 

mundial (Mata Atlântica e Cerrado) (Ribeiro et al., 2011; Laste et al., 2019), além de três Grandes 

Regiões Naturais (Amazônia, Caatinga e Pantanal) (Cardoso et al., 2017; Teixeira et al., 2021; 

Flach et al., 2021). Processos antrópicos como: extração de recursos do solo, vegetais e animais, 

bem como a expansão da agricultura moderna, têm contribuído para a fragmentação da paisagem 

e levado a transformação, em curto prazo, das populações, além disso, o contínuo crescimento 

populacional humano tem conduzido a uma considerável supressão de áreas florestadas, essa perda 

compromete toda a biodiversidade, culminando em um retorno negativo para sociedade que é 

integrante desse meio. O desenvolvimento social deve estar ligado ao bom relacionamento com o 

meio ambiente, sendo a caracterização correta dos diferentes níveis da biodiversidade um passo 

fundamental para a tomada de decisões em políticas conservacionistas efetivas. 
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1.5 Objetivos 

1.5.1 Objetivo Geral 

O objetivo geral do trabalho é compreender os processos evolutivos responsáveis pela 

diversificação em nível genético e morfológico em marsupiais didelfídeos dos subgêneros do 

gênero Cryptonanus, Gracilinanus e Marmosa (Didelphimorphia; Didelphidae) na América do 

Sul. 

 

1.5.2 Objetivo Específicos 

 Como objetivos específicos, a presente tese propõe: 

• Construir árvores filogenéticas a partir de dados moleculares mitocondriais para 

espécies do gênero Cryptonanus, identificar suas relações de parentesco evolutivo, e, dessa 

forma, informar sobre a existência de novas linhagens em áreas de distribuição com 

escassez de amostragem; 

• Realizar estudo filogenético e filogeográfico das espécies do gênero Gracilinanus 

identificando suas relações interespecíficas, e eventos históricos que explicam nas suas 

atuais distribuições pelo continente americano; 

• Conhecer a estrutura populacional de duas espécies amplamente distribuídas do 

gênero Gracilinanus:  G. agilis e G. microtarsus e identificar por meio de Análises de 

Computação Bayesiana (ABC), como os eventos pleistocênicos podem ter modificado a 

dinâmica de dispersão de suas populações; 

• Caracterizar a diversidade morfológica nos subgêneros Marmosa e Micoureus 

através de morfometria geométrica do crânio, e avaliar a relação entre variação 

morfológica, a taxonomia do grupo e seus habitats. 
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2. ARTIGO I 

 

 

New records and a new mtDNA lineage of Cryptonanus agricolai (Moojen, 1943) 

(Didelphimorphia, Didelphidae) from Maranhão state, northeastern Brazil 

 

 

Artigo publicado no periódico Check List - https://checklist.pensoft.net/article/79320/  

 

Citação: Nascimento DC, Campos BATP, Fraga EC, Barros MC, Fagundes NJ (2022) New records 

and a new mtDNA lineage of Cryptonanus agricolai (Moojen, 1943) (Didelphimorphia, 

Didelphidae) from Maranhão state, northeastern Brazil. Check List 18(3): 515-523. 

https://doi.org/10.15560/18.3.515  
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Abstract 

Cryptonanus agricolai (Moojen, 1943) is a small didelphid widely distributed across of 

central and northeastern Brazil and in the Brazilian Atlantic Forest. A recent phylogeographic 

study of this species identified three major mtDNA clades with strong geographic structure. Here, 

we present new records of C. agricolai in northeastern Brazil, including the first report for 

Maranhão state. We also identify a novel mtDNA lineage, sister to one of the three major clades, 

in some specimens from Maranhão, indicating that C. agricolai is morphologically and genetically 

more variable than previously recognized. 

Keywords: Caatinga, Cerrado, genetic diversity, geographic distribution, marsupials, 

mitochondrial DNA 

Academic editor: Terrence C. Demos  

Citation: Nascimento DC, Campos BATP, Fraga EC, Barros MC, Fagundes NJR (2022) New 

records and a new mtDNA lineage of Cryptonanus agricolai (Moojen, 1943) (Didelphimorphia, 

Didelphidae) from Maranhão state, northeastern Brazil. Check List … 

 

Introduction 

Cryptonanus Voss, Lunde & Jansa, 2005 is a genus of marsupial didelphids that contains 

four valid species distributed throughout South America: C. agricolai (Moojen, 1943), C. 

chacoensis (Tate, 1931), C. guahybae (Tate, 1931), and C. unduaviensis (Tate, 1931). A fifth 

species, C. ignitus (Díaz, Flores & Barquez, 2002), which was known from a single specimen and 

considered extinct by the IUCN, has been synonymized with C. chacoensis by Teta and Díaz-

Nieto (2019). Until the revision by Voss et al. (2005), specimens belonging to Cryptonanus were 

assigned to Gracilinanus Gardner & Creighton, 1989. This represents a challenge for retrieving 
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records of Cryptonanus species from museum specimens, which must undergo a detailed 

investigation for a correct identification. Cryptonanus is distinguished from Gracilinanus by some 

craniodental characters, including: the lack of maxillary palatal vacuities, the presence of a 

secondary foramen ovale and a rostral process on the premaxillae, a P3 that is taller than P2, and 

accessory cusps that are often present on C1 (Voss et al. 2005). Despite previously having been 

allocated together, specimens from both genera belong to non-sister monophyletic clades with high 

support in the molecular phylogeny of Voss and Jansa (2009). 

Cryptonanus is mostly known from tropical and subtropical biomes south of the Amazon 

River and east of the Andes (Fig. 1), including the Caatinga, Cerrado, Chaco, the northern Pampas, 

and the Brazilian Atlantic Forest (in the Parana dominion; sensu Morrone 2014) (Voss et al. 2005; 

Voss and Jansa 2009; De La Sancha and D’Eliá 2015). Two species have relatively small 

geographical distributions: C. guahybae, which occurs in the Brazilian state of Rio Grande Sul in 

the boundary region between the Pampas province and the Parana dominion towards Santa 

Catarina and Paraná states (Dias et al. 2016; Fegies et al. 2021), and C. unduaviensis, which is 

restricted to relatively close localities in Bolivia, Paraguay, and Brazil (De La Sancha and D’Eliá 

2015; Fegies et al. 2021). On the other hand, C. chacoensis and C. agricolai, are widely distributed 

in a region with considerable ecologic diversity. In particular, C. agricolai, which presents the 

most equatorial distribution of the genus, has been reported exclusively from Brazil. This species 

seems to be more widely distributed in the open areas of central Brazil, but recently it has been 

recorded in the Brazilian Atlantic Forest in the Brazilian Southeast (Bezerra et al. 2009, 2014; 

Souza et al. 2010; Carmignotto and Aires 2011; Bonvicino et al. 2012; Gomes et al. 2015; Fegies 

et al. 2021; Guerra and Costa 2021). 
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Traditionally, discrete craniodental characters, measurements, and skin color patterns have 

been used for identification of Cryptonanus species (Voss et al. 2005). However, some of these 

characters, such as color patterns, may be subjective, especially when it is not possible to compare 

specimens side-by-side (Voss et al. 2005). Indeed, studies reporting new records of Cryptonanus, 

including the unexpected find of this genus in the Amazon region of French Guiana (Kocher et al. 

2016), have failed to provide definitive taxonomic identifications to species (Garcia et al. 2010; 

Lóss et al. 2011; Vivo 2011; Carmignotto and Bezerra 2014). These taxonomic issues are a 

challenge for the better understanding of the natural history and ecology of Cryptonanus and, in 

particular, for the correct interpretation of new geographical records (e.g., Garcia et al. 2010; Vivo 

2011; Delciellos et al. 2016; Dias et al. 2016; Fegies et al. 2021) that may represent new taxa or 

novel phylogeographic lineages. 

A recent study using molecular markers has shown a clear separation among Cryptonanus 

species (Fegies et al. 2021), reinforcing the usefulness of these markers for the identification of 

species (De La Sancha and D’Eliá 2015; Dias et al. 2016; Guerra and Costa 2021). Fegies et al. 

(2021) were able to identify two major lineages for C. guahybae, four lineages of C. chacoensis, 

and three lineages for C. agricolai. Here, we present new records of C. agricolai, including the 

first report from Maranhão state, in addition to other locations, in northeastern Brazil. Importantly, 

we also identify a novel mtDNA lineage in two specimens from Maranhão, indicating that C. 

agricolai is morphologically and genetically more variable than previously recognized. 

 

Methods 

Data collection and morphological analysis. We analyzed six specimens of Cryptonanus from 

four states in northeastern Brazil (Table 1). The material is deposited in the Mammal Collection 
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of the Federal University of Paraíba (UFPB). Craniodental and skin characters were analyzed 

following Voss et al. (2005) and Voss and Jansa (2009). The diagnostic characters for Cryptonanus 

species were compared with Voss et al.’s (2005) descriptions and figures. For the morphological 

analysis, two specimens of the genus Gracilinanus were included for comparison (Table 1). 

Molecular analysis. DNA extraction was performed using Promega’s Wizard Genomic DNA 

Purification Kit. We sequenced a fragment of the cytochrome b (Cytb) and cytochrome oxidase I 

(COI) genes in the mtDNA. Cytb was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using primers 

MVZ5 and MVZ16 (Smith and Patton 1993) with an initial denaturation at 94 °C for 3 min; 30 

cycles of denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 45 °C for 1 min, and extension at 72 °C for 

2 min, followed by a final extension of 72 °C for 10 min. The COI gene was amplified using the 

primers LCO1490 and HCO2198 (Folmer et al. 1994) with an initial denaturation (94 °C for 3 

min), 40 cycles of denaturation (94 °C for 45 s), annealing (48 °C for 45 s), and extension (72 °C 

for 1 min and 30 s), and a final extension at 72 °C for 3 min. PCR products were checked in agarose 

gel, purified enzymatically using the kit ExoProStar 1-Step (GE Healthcare), and sequenced using 

the BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) following the 

manufacturers’ protocols. We used primers MVZ5 (Cytb) and HCO2198 (COI) for sequencing. 

The sequences were obtained using an ABI 3500 Automatic DNA sequencer with Associated 

Sequencing Analysis software (Applied Biosystems). 

Data analysis. All chromatograms were checked in Bioedit v. 7.0.8.0 (Hall 1999), and the regions 

of low quality were manually removed from the final sequence. For the complete dataset, we 

included in the analysis 92 Cytb (MW208219–MW208298, KT334295, KM188469, KM188470–

KM188476, KM188479–KM188481, KM188484, KR190438, KF313984) and 68 COI 

(MW208149-MW208216) sequences previously reported for Cryptonanus (Fegies et al. 2021), 
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which were concatenated totaling 108 individuals and 67 different haplotypes. We also included 

sequences from other species as outgroups, including Chacodelphys formosa (KU171186), 

Gracilinanus agilis (AJ508401), and Thylamys velutinus (NC054268). 

The sequences were aligned using the ClustalW (Thompson et al. 1994) algorithm 

implemented in Bioedit v. 7.0.8.0 (Hall 1999) using standard parameters, and then converted into 

the fasta format. We used DAMBE (Xia 2013) to evaluate the saturation curve of base 

replacements and DNASP v. 5.10.01 (Rozas et al. 2017) to identify the different haplotypes. The 

median-joining network (Bandelt et al. 1999) was separately estimated in Network v. 10.2.0 

(fluxus-engineering.com) for each gene. The phylogenetic relationship among Cryptonanus 

genetic lineages were reconstructed for the concatenated Cytb/COI alignment using the maximum-

likelihood (ML) method in IQTree v. 1.6.12 (Nguyen et al. 2015). For estimating the best 

molecular evolutionary model we created different partitons for each gene and used IQTree to 

select the best partitioning scheme and the best model for each partition using the Akaike 

information criterion (AIC). The best partition scheme merged the two genes in the same partition, 

and the best evolutionary model was TIM2+F+I+G4. We used the default settings for the tree 

search and 1,000 ultrafast bootstrap replicates to evaluate node support. The trees were visualized 

and edited in Figtree v. 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/fig-tree/). 

 

Results 

Cryptonanus agricolai (Moojen, 1943) 

New records. BRAZIL – Maranhão • Caxias, Área de Proteção Ambiental (APA) Municipal do 

Inhamum; −04.88, −043.4; 66 m alt.; 7.III.2011; D.C. Nascimento leg.; Genbank OM223076 and 

OM236542; ♂; UFPB9082 • Caxias, APA Municipal do Inhamum; −04.88, −043.4; 66 m alt.; 

https://www.fluxus-engineering.com/
https://www.fluxus-engineering.com/
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/fig-tree/
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10.IV.2011; D.C. Nascimento leg.; Genbank OM223077 and OM236543; undetermined sex; 

DCN18 • Caxias, APA Municipal do Inhamum; −04.88, −043.4; 66 m alt.; 16.VII.2011; D.C. 

Nascimento leg.; Genbank OM236544; ♂; UFPB 9047 – Ceará • Quixadá; −04.95, −039.01; 189 

m alt.; 23.VII.2009; G. Toledo leg.; Genbank OM223079; undetermined sex, UFPB10943 

– Pernambuco • Arcoverde; −08.42, −037.05; 663 m alt.; 30.VI.2009; B.A.T.P. Campos; 

Genbank OM223080; ♀, BC397 – Piauí • Guadalupe; −06.85, −043.50; 177 m alt.; 21.III.2015; 

G. Toledo; Genbank OM223078; undetermined sex, TG09. 

Identification. The four specimens for which morphological data were available (BC 397 and 

UFPB9082) were identified as Cryptonanus because, in comparison with Gracilinanus specimens, 

we observed narrower circular masks, smaller ears, shorter mystical vibrissas, and less dense and 

woolly dorsal hairs (Table 1). A short, dark midrostral band was present in both Cryptonanus 

specimens. Although Voss et al. (2005) considered this character absent in Cryptonanus, Dias et 

al. (2016) found the same pattern in C. guahybae. The cranial data from UFPB9082 corroborate 

this specimen’s assignment to Cryptonanus, as it shows an absence of maxillary fenestration, the 

presence of both the secondary oval foramen, formed by a fine antero-medial process of the 

alisphenoid tympanic wing, and accessory cusps in the canines, characters that distinguish 

Cryptonanus from Gracilinanus (Fig. 2). 

The dorsal fur pattern of BC 397, UFPB9047, UFPB9082, and UFPB10943 varies from 

brown to grayish, differing from C. guahybae which has distinctly reddish dorsal fur (Voss et al. 

2005) (Fig. 3). However, the ventral portion of the fur was variable in our samples; while 

UFPB9082 had a grey-based fur color pattern, BC 397 had a more whitish color, without difference 

between the base and apex of the hair. Specimens UFPB 9047 and UFPB10943 were observed 

only in photographs, and therefore it was not possible to determine the color of the base of the 
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ventral fur. A grey-based ventral color pattern is considered typical of C. guahybae, while in C. 

agricolai most specimens show a more whitish pattern (with the exception of a grey-based ventral 

fur sample of C. agricolai from Lagoa Santa, Minas Gerais) (Voss et al. 2005). Therefore, these 

four specimens are consistent with C. agricolai, in agreement to specimens from collection site in 

the northeastern Brazil. 

Molecular Identification. We obtained an 801-bp and 659-bp fragment of Cytb and COI, 

respectively, totaling 1524-bp for the six specimens collected in our study. We did not find any 

evidence of substitution saturation in the dataset (Fig. 4). The phylogeny of mtDNA lineages 

revealed that Cryptonanus formed a moderately supported clade (86% bootstrap support; BS) (Fig. 

5). In agreement with the phylogeny of Fegies et al. (2021), we retrieved all major lineages for all 

species of Cryptonanus. Four specimens from this study, all from northeastern Brazil, fell within 

C. agricolai A (sensu Fegie et al. 2021), with high support (96% BS). However, two specimens 

from this study, all from Maranhão state, were retrieved as the most divergent within the C. 

agricolai clade A (98% BS). The haplotype network for both genes (H30 for Cytb; H22 for COI) 

corroborate the high differentiation of this lineage within C. agricolai clade A (Fig. 6). 

 

Discussion 

Based on the morphological data, we were able to clearly discriminate between 

Cryptonanus and Gracilinanus. However, the precise species identifications were difficult due to 

the lack of craniodental characters which could be used to distinguish all species (Voss et al. 2005) 

and due to the polymorphic fur color pattern in C. agricolai, as shown by this and other studies 

(Voss et al. 2005; Dias et al. 2016). In our study, both analyzed specimens had the canonical 

patterns of C. agricolai in the dorsal region, but not in the ventral region, for which the specimen 
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from Maranhão (UFPB9082) showed a gray-based pattern that has been associated with C. 

guahybae (contrary to the whitish pattern typical of C. agricolai; Gurgel-Filho et al. 2015). Dias 

et al. (2016) reported that fur color variation in C. guahybae may be due to age, but it is not clear 

if this could also be the case in C. agricolai, as both individuals were adults. 

In contrast, the molecular analysis was conclusive in identifying these specimens as C. 

agricolai (Fig. 5). Interestingly, two specimens from Maranhão state showed a new mitochondrial 

lineage, which is sister to all previously reported lineages of C. agricolai clade A (sensu Fegies et 

al. 2021), while another individual collected from the same site showed a canonical C. agricolai 

clade A lineage. This finding highlights the phylogenetic diversity at a single site, and that 

indicates that genetic diversity in Cryptonanus may be underestimated in spite of recent and 

comprehensive studies (e.g., Fegies et al. 2021). An important caveat of this study is that we only 

used mtDNA markers for species (and lineage) identification. Because of its exclusive maternal 

inheritance, and because it represents a single genealogical event, it is not possible to evaluate how 

much of an independent evolutionary lineage this novel mtDNA lineage represents. Nonetheless, 

the novel lineage was identified in an ecotone between the Cerrado and Caatinga biomes, and other 

findings seem to suggest that ecotone regions in the area are associated with increased biodiversity, 

including the co-occurrence of two genetic populations of Didelphis albiventris Lund, 1840 

(Nascimento et al. 2018), the first record of the rodent Wiedomys cerradensis Gonçalves, Almeida 

& Bonvicino, 2005 (Olímpio et al. 2014), and the occurrence of rare species of herpetofauna 

(Barros et al. 2008). 

In summary, we expand the distribution of C. agricolai northward by 4° latitude, from 

−09.15 (Estação Ecológica de Uruçuí-Una, Piauí) to −04.88 (APA Municipal do Inhamum, Caxias, 

Maranhão), or 480 km. The new records of C. agricolai clade A are within the expected range for 
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the species, as they mainly occur in the South American “dry diagonal” (Vanzolini 1963), where 

this species is already known. However, our findings indicate that genetic diversity in the Brazilian 

Northeast, and especially in Cerrado–Caatinga ecotones, may be higher than previously 

anticipated. 
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Appendix 

Table A1.  The background data for generating the distributional map and additional information about the specimens analyzed in the present study. Institutions: UFPB = State 

Universities of Maranhão; MZUSP = USP Museum of Zoology; UFPE = Federal University of Pernambuco; UNB = National University of Brasília; UFMT = Federal University of 

Mato Grosso; IBUSP = Institute of Biosciences of São Paulo. Locality number refers to the map (Fig. 1). Brazilian states: PE = Pernambuco; CE = Ceará; PI = Piauí; MA = Maranhão; 

Al = Alagoas; BA = Bahia; SE = Sergipe; TO = Tocantins; MT = Mato Grosso; MG = Minas Gerais; RJ = Rio de Janeiro; SP = São Paulo.  

C. agricolai mtDNA 

lineages 

Field/tissue 

number 

Voucher number/ 

institution  

Hap 

Cytb 

Hap 

COI 

Locality 

number 
Locality  State 

Genbank 

CYTB 

Genbank 

COI 

A BC397   H33   1 Arcoverde PE OM223080   

A T35 UFPB10943 H32   2 Quixadá CE OM223079   

A TG09   H31   3 Guadalupe PI OM223078   

A DCN18   H29 H23 4 Caxias / APA Municipal do Inhamum MA OM223077 OM236543 

A DCN14 UFPB 9082 H30 H22 4 Caxias / APA Municipal do Inhamum MA OM223076 OM236542 

A DCN30 UFPB 9047   H22 4 Caxias / APA Municipal do Inhamum MA   OM236544 

A PCM 02 MZUSP H20 H14 5 Barra do Camaragipe AL MW208246 MW208203 

A MTR 13508 MZUSP H15 H12 6 Trancoso  BA MW208241 MW208195 

A MTR 13510 MZUSP H14 H11 6 Trancoso  BA MW208240 MW208198 

A AP 889 UFPE 3014 H21 H13 7 REBIO Guaribas  PB MW208247 MW208201 

A AP 919 UFPE 3016 H22 H14 7 REBIO Guaribas  PB MW208248 MW208202 

A DAM 141 UFPE 2403 H23 H15 8 Igarassú  PE MW208249 MW208200 

A UU 178 MZUSP  30516 H25 H17 9 ESEC Uruçuí-Una  PI MW208251 MW208206 

A UUPI 134 MZUSP 30509 H27 H19 9 ESEC Uruçuí-Una  PI MW208253 MW208207 

A UUPI 167 MZUSP 30511 H29 H21 9 ESEC Uruçuí-Una  PI MW208255 MW208208 

A UUPI 419 MZUSP 30513 H28 H20 9 ESEC Uruçuí-Una  PI MW208254 MW208205 

A UUPI 440 MZUSP 30514 H26 H18 9 ESEC Uruçuí-Una  PI MW208252 MW208204 

A ARB 819 UFPB H18 H11 10 Monte Alegre do Sergipe  SE MW208244 MW208196 

A ARB 820 UFPB H16 H13 10 Monte Alegre do Sergipe  SE MW208242 MW208194 

A ARB 821 UFPB H19 H11 10 Monte Alegre do Sergipe  SE MW208245 MW208199 



40 
 

A ARB 832 UFPB H17 H11 11 Porto da Folha  SE MW208243 MW208197 

A ARB 473 UNB 2588   H16 12 Paranã  TO   MW208193 

A APC 1351 MZUSP H24 H16 13 ESEC Serra Geral do Tocantins  TO MW208250 MW208192 

B MN7-09 MZUSP H6 H6 14 Campo Verde / São Vicente - LT Madeira MT MW208232 MW208176 

B LAB061 UFMT 4023 H10 H9 15 Cuiabá  MT MW208236 MW208179 

B M 111 MZUSP H9 H8 16 Gaúcha do Norte MT MW208235 MW208178 

B MN6-42 MZUSP H12 H10 17 Jangada / Rosário d'Oeste - LT Madeira MT MW208238 MW208184 

B ECO 1 MZUSP H11 H7 18 Nova Xavantina  MT MW208237 MW208180 

B ECO 11 MZUSP H8 H7 18 Nova Xavantina  MT MW208234 MW208182 

B ECO 9 MZUSP   H7 18 Nova Xavantina  MT   MW208181 

B RMM 220 MZUSP H7 H16 19 Novo São Joaquim  MT MW208233 MW208177 

B RMM 224 MZUSP H13 H17 19 Novo São Joaquim  MT MW208239 MW208183 

C CAP 033 MZUSP H4 H4 20 Poços de Caldas  MG MW208228 MW208187 

C DQM 013 MZUSP H1 H1 21 PARNA Serra da Canastra  MG MW208225 MW208185 

C   MZUSP 35409 H5   22 Piraí  RJ KT334295   

C APC 1165 MZUSP H5 H3 23 ESEC Santa Bárbara  SP MW208229 MW208189 

C FU 60/30 IBUSP H5 H5 24 Caucaia do Alto  SP MW208231 MW208186 

C FB 103 IBUSP H2 H2 25 Tapiraí  SP MW208226 MW208188 

C FB 982 IBUSP H5 H3 25 Tapiraí  SP MW208230 MW208191 

C ITM 165 MZUSP 30767 H3 H3 26 Riacho Grande  SP MW208227 MW208190 
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Figure 1. Species distribution for the genus Cryptonanus agricolai. The numbers refer to all 

localities detailed in Appendix Table A1. New records from this study are represented with a star 

(northeastern Brazil), and the location showing the new mtDNA lineage is shown in light blue. 

The ecoregions follow the patterns described by Morrone (2014). For the Amazon ecoregion we 

group the Boreal and South Brazilian domains and Xingu-Tapajós Province. Note: although the 

point located in the state of Maranhão is defined on the map within the Amazon ecoregion, this 

location does not belong to the Amazon biome, but to the Cerrado biome, within the Pará province 

by Morrone (2014). 
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Figure 2. Cranium of C. agricolai, UFPB 9082, an adult male from Caxias, Maranhão, Brazil. The 

black arrow points to the antero-medial tympanic wing alisphenoid process; the green arrow points 

to accessory cusps in the canines. 

 

Figure 3. Cryptonanus agricolai from this study in dorsal and ventral view. A, B. Fur. C. Skull. 

Scale bar = 1 cm. 
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Figure 4. Saturation plot for the mtDNA data analyzed here considering both transitions (s) and 

transversions (v). 
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Figure 5. Maximum-likelihood phylogenetic tree for Cryptonanus specimens based on Cytb + 

COI. Numbers on branches correspond to bootstrap support values. Each terminal is identified by 

an alphanumeric specimen identifier and species as in Fegies et al. (2021) (see Table 1). New 

records are shown in blue. 
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Figure 6. Haplotype network generated using the Cytb and COI genes for Cryptonanus agricolai. 

The number represents the mutational sites between the haplotypes (spaces without numbers 

corresponds to a mutation), while the size of the circles is proportional to the frequency of 

occurrence of the haplotypes. 
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Table 1. Details of the Cryptonanus agricolai and Gracilinanus agilis specimen analyzed in the present study. 

Species Field 

Number 

Voucher Locality Latitude Longitude Morphological 

data 

Cytb COI HB TL EL HL Sex 

C. agricolai BC397 
 

BR: PE/Arcoverde −08.41 −037.05 Skin H33 — 95 105 16 14/14.5 F 

C. agricolai T35 UFPB10943 BR: CE/Quixadá −04.95 −039.01 Skin, skull H32 — 76 96 16 13/13 M 

C. agricolai TG09 — BR: PI/Guadalupe −06.85 −043.50 — H31 —      

C. agricolai DCN18 — BR: MA/Caxias −04.88 −043.40 — H29 H23      

C. agricolai DCN14 UFPB9082 BR: MA/Caxias −04.88 −043.40 Skin, skull H30 H22 85 107 15 13 M 

C. agricolai DCN30 UFPB9047 BR: MA/Caxias −04.88 −043.40 Skin, skull — H22  67 11 10 M 

G. agilis — UFPB9343 BR: MS/Corumbá — — Skin — — 120 93 19 17/16 M 

G. agilis — UFPB9373 BR: MS/Corumbá — — Skin — — 139 108 21 12/12 F 

BR = Brazil; PE = Pernambuco; CE = Ceará; PI = Piauí; MA = Maranhão; HB = head-to-body length; TL = tail length; EL = ear length; HL = hindfoot length. 
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5. CONCLUSÃO GERAL 

Para o gênero Cryptonanus usamos dois genes mitocondriais, COI e Cyt b, os dois genes 

concatenados trouxeram como novidade a indicação de uma nova linhagem mitocondrial para o 

cerrado brasileiro, no estado do Maranhão, em uma localidade em que ainda não havia registro 

para a espécie Cryptonanus agricolai. Esta diversidade críptica em áreas pouco amostradas 

indicam a grande variedade de ambientes que existe nos biomas neotropicais, o que pode ser 

relevante na identificação de linhagens de especial interesse para conservação. 

Para o gênero Gracilinanus foi usado cerca de 800 pares de bases do gene “padrão” para 

estudos com mamíferos, o Cytb, o qual tem uma ampla quantidade de sequências nos bancos de 

dados. Numa abordagem mais ampla, em relação a Cryptonanus, pudemos identificar as relações 

filogenéticas do gênero, o qual tem como grupo irmão o clado formado pelos gêneros Thylamys e 

Lestodelphys, vimos também suas relações filogenéticas inter e intraespécíficas, além disso 

pudemos detectar os processos históricos de mudanças das áreas onde o gênero Gracilinanus está 

distribuído. A filogenia do gênero foi composta por dois clados, um formado por G. marica + G. 

microtarsus apresentou baixo suporte filogenético, o que pode indicar alguma lacuna no processo 

coalescente do gene analisado, a falta de sequência de uma espécie do gênero (G. dryas) nas nossas 

análises, uma espécie também de floresta, pode estar levando a essa instabilidade; o outro clado 

incluiu as demais espécies do gênero, os qual foi agrupado da seguinte forma com altos suportes: 

((G. emiliae + G. aceramarcae) + (G. agilis + G. peruanus)). 

A biogeografia histórica do gênero mostrou que as espécies de Gracilinanus sofreram 

grande influência dos processos orogênicos sul americanos, em especial os ocorridos em virtude 

do soerguimento da cordilheira dos Andes, a oeste do continente, desde o Mioceno médio, quando 

as seis espécies divergiram, até o Pleistoceno quando as diversificações populacionais devem ter 
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ocorrido dentro de G. agilis, na diagonal aberta, e G. microtarsus, na Mata Atlântica. O clado 

composto por espécies totalmente de floresta, G. marica + G. microtarsus iniciaram a 

diversificação do gênero, por volta de 7.3 Ma. atrás, tendo como possíveis condicionantes o 

soerguimento das serras na Mata Atlântica brasileira, porém não ficou claro como essas duas 

espécies hoje estão distribuídas em dois extremos do continente, norte da Amazônia (G. marica) 

e Mata Atlântica (G. microtarsus). Uma delas está bem distante do local onde o ancestral em 

comum estava distribuído, sugerido pelos nossos estudos como sendo Mata Atlântica e Cerrado, o 

que nos levou a concluir que essas duas espécies surgiram de forma independente, mais análises 

podem elucidar essas incertezas. O segundo clado a divergir foi o representado por espécies com 

adaptações para áreas mistas, florestais e secas, G. emiliae + G. aceramarcae por vota de 7.0 Ma. 

atrás e G. agilis + G. peruanus, por vota de 6.0 Ma. atrás, respectivamente, estas espécies tem 

distribuições adjacentes corroborando nosso achado. Nesse período surgiu também a diagonal seca 

sul-americana, indícios que esse período marca a origem do Gracilinanus de “mata seca”. 

Dentre as espécies do gênero, G. agilis e G. microtarsus contam com números maiores 

sequências, o que nos permitiu fazer conclusões mais precisas sobre suas histórias de vida por 

meio da Análise de Computação Bayesiana. As populações das duas espécies, quatro para G. agilis 

(EC, NC, NMW e SMW) e três para G. microtarsus (SdMC, EMC e WMC), apresentam fortes 

indícios de estruturação populacional (ST variando de 0,27 à 0,77), estes altos índices é resultado 

das barreiras que separam cada uma delas, para G. agilis: Rio São Francisco e o planalto central 

foram os principais processos responsáveis pela formação dos clados observados. Nesta espécie 

eventos pleistocênicos do Último Máximo Glacial, por volta de 21.300 ya. podem ter impulsionado 

a expansão detectada na população originária da região Nordeste do Brasil (NC), a única que 
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evidenciou essa expansão. A presença de estrato vertical, com as expansões de florestas mais 

úmidas nos enclaves da Caatinga deu condições para a população se expandir. 

Para G. microtarsus as origens das populações são mais antigas, o que se reflete na grande 

diversidade genética entre as populações mitocondriais identificadas, as quais apresentam um 

padrão de distribuição onde cada população se distribui por uma ecorregião da Mata Atlântica: 

Floresta Costal da Serra do Mar (SdMC), Floresta interior da Bahia (EMC) e Floresta Costal da 

Bahia (WMC), um dado pouco explorado, o qual pode também ser explicado através de eventos 

geológicos com papel fundamental sobre os condutores bióticos da ocorrência, abundância e 

capacidade de dispersão das espécies. Nenhuma dessas populações mostraram expansão, o que foi 

inesperado visto esta espécie ter uma indicação em outros trabalhos. Nas análises de modelagem 

de nicho ecológico essa espécie parece ser mais resiliente à instabilidade climática, o que a torna 

mais capaz de manter populações relativamente grandes mesmo em áreas não refugiadas, dando 

suporte aos nossos dados. Em virtude dos altos índices de diversidade, essa espécie é propensa a 

representar mais de um táxon, tornando-a ainda mais intrigante. 

O gênero Marmosa foi estudado somente do ponto de vista morfológico, porém através de 

um método ainda não utilizado para suas espécies, as quais estão passando por um processo de 

mudanças taxonômicas de grande relevância das suas nomenclaturas. Foram feitas fotografias de 

espécimes distribuídos em uma ampla área de ocorrências das espécies de Marmosa, o que nos 

permitiu chegar uma conclusão importante sobre as adaptações ambientais das espécies deste 

gênero. Por meio das comparações feitas através das variantes ecológicas (Floreta Amazônica, 

Mata Atlântica Norte e Sul do rio São Francisco e Diagonal Aberta), identificou-se diferenças 

significativas entre grupos ecológicos para ambos os subgêneros, sendo as duas principais 
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diferenças entre Floresta Amazônica vs. Mata Atlântica e sul vs. norte do rio São Francisco na 

Mata Atlântica. 

No primeiro caso, podemos constatar algo bem explorado na literatura, e esperado, pois as 

duas florestas tropicais sul-americanas divididas por amplo corredor de matas secas contêm uma 

diversidade que se complementam, a olho nu já esperamos encontrar essa variação, os processos 

orogenéticos e climáticos propiciaram o isolamento desses dois biomas que se reflete nas 

populações que lá se encontram. O segundo caso é parecido, mas muito pouco explorado e 

identificado no que diz respeito às questões morfológicas, porém dados moleculares estão em 

abundancia na literatura, nosso achado, então fornece subsídios para futuras comparações 

morfológicas de populações encontradas nas duas margens do rio São Francisco no norte da Mata 

Atlântica. 

Nos dados havia tanto espécimes de florestas (Amazonia e Mata Atlântica) como de áreas 

secas (Diagonal aberta), o resultado poderia ter levado a união dos grupos das áreas pela suas 

características ecológicas, contudo, foi marcante a segregação desses por meio dos padrões 

históricos de fragmentação ambiental, no primeiro a separação das Florestas e no segundo a divisão 

vicariante da Mata Atlântica pelo rio São Francisco; assim, processos adaptativos associados a 

cada ambiente foram pouco decisivos nas separações observadas nas nossas análises. Quanto à 

taxonomia dos espécimes, alguns detalhes taxonômicos devem ser checados, em eventuais novas 

classificações do grupo, mas independente do subgênero, é notório que a separação observada não 

se restringe às espécies, mas sim aos ambientes em que estão inseridos, ou seja, as diferenças 

morfológicas parecem corresponder à variações entre grupos ecológicos, e não à variação 

taxonômica. Uma avaliação com espécies de outros gêneros de marsupiais didelfídeos com essas 

mesmas distribuições geográficas, como os didelfídeos de grande porte Didelphis marsupialis 
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(Floresta Amazônica) vs. Didelphis albiventris (Diagonal aberta) vs. Didelphis aurita (Mata 

Atlântica) e os de pequeno porte Gracilinanus aceramarcae e G. marica (Floresta Amazônica) vs. 

G. agilis (Diagonal aberta) vs. Gracilinanus microtarsus (Mata Atlântica), podem ajudar a elucidar 

essas indagações. 

De modo geral, nossos estudos trazem diversas novidades para os pequenos marsupiais 

neotropicais, contudo, vale ressaltar que muito falta fazer para conhecer de maneira plena a 

dinâmica evolutiva desses pequenos mamíferos de grande valor ecológico para as matas 

brasileiras. 
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