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RESUMO

Em decorréncia da grande semelhanca morfologica e da condicdo criptica de algumas
de suas espécies o género Scytalopus representa um dos grupos de aves de taxonomia mais
dificil. Até o presente, a identificacdo das espécies vinha sendo obtida basicamente através de
sua distribuicdo geografica e bioacustica, o que se mostrou pouco efetivo para o
conhecimento mais detalhado das espécies e suas relagdes. Com este estudo pretende-se
conhecer as relacdes filogenéticas das espécies brasileiras de Scytalopus, até entdo
indefinidas, e colaborar para o reconhecimento de novas espécies. Foram estudadas as cinco
espécies descritas atualmente: S iraiensis, S. novacapitalis, S. speluncae, S. indigoticus e S.
psychopompus e duas espécies novas sendo descritas: S. sp. nov. 1 da Serra do Espinhaco e S.
sp. nov. 2 do sul do Brasil. Foram analisados os segmentos dos genes mitocondrial ND2,
citocromo b e da regido controle utilizando-se métodos de Distancia, Maxima Parcimoénia e
Maxima Verossimilhanga, resultando em uma hipétese filogenética consistente. As espécies
de Scytalopus brasileiras apresentam-se divididas em dois grandes grupos: (1) S.
indigoticus/psychopompus; (2) S. speluncae lato sensu, compreendendo as espécies S.
speluncae, S. iraiensis, S. novacapitalis e as duas espécies novas. Scytalopus speluncae stricto
sensu mostrou-se subdividida em trés clados geograficamente estruturados: (1) ao norte, (2)
ao sul da distribui¢do e (3) um individuo amostrado na Serra da Ouricana (BA). Estes clados
muito provavelmente representam trés diferentes espécies, sendo duas novas (sul e da Serra
de Ouricana). Corroborou-se a validade do status especifico de S. psychopompus, que
apresentou divergéncia genética de 8,4% (ND2) de sua espécie irma (S. indigoticus). A
espécie S. sp. nov. 2, apresentou-se subdividida em trés populacdes genética e
geograficamente diferenciadas, constituindo assim unidades evolutivas distintas. A filogenia e
as delimitacdes de espécies novas propostas neste estudo, sdo corroboradas por evidéncias
morfoldgicas e bioacusticas obtidas em campo por especialistas. Além da contribui¢do para
sistematica, os resultados poderdo auxiliar diretamente na conservacao destas espécies, pois
existe um consenso na literatura que uma incorreta taxonomia pode levar a decisdes erroneas
na conservagdo. Um exemplo claro disto ¢ o individuo de S. speluncae da Serra da Ouricana
(espécie nova a ser descrita), que pertence a uma populacdo isolada, de local problematico
para conservagdo, com varias outras espécies endémicas ameagadas, necessitando de medidas

imediatas de conservacao.



ABSTRACT

Scytalopus is a taxonomically difficult bird genus due to the low morphological
differentiation among the species. Identification and species delimitation have been done
basically by geographic distribution and bioacustic data, but these approaches are not enough
to solve these issues as well as have not produced a consistent picture of their phylogeny.
Besides, some species of the group are endemic and present conservation issues. This study
intended to study the evolution of the Brazilian Scytalopus, including phylogeny and species
delimitation. We studied all five known Brazilian species (S iraiensis, S. novacapitalis, S.
speluncae, S. indigoticus and S. psychopompus) and two new species: S. sp. nov. 1 from Serra
do Espinhaco and S. sp. nov. 2 from southern Brazil (both are being described elsewhere).
Fragments of the genes ND2 and cytochrome b, and control region of the mitochondrial DNA
obtained (approximately 1300 base pairs) were analysed using methods as distance,
maximum likelihood, maximum parsimony. Brazilian Scytalopus were divided into two
clades: (1) S. indigoticus/S psychopompus, (2) S. speluncae, S. iraiensis, S. novacapitalis and
the two new species. S. speluncae was subdivided into three very divergent (about 10% in
ND2) clades: (1) S. speluncae northern group, (2) S. speluncae southern group and (3) the
specimen from Serra da Ouricana Mountain, in Bahia State. These latter two clades likely
represent two different new species. The taxonomic status of S. psychopompus as a valid
species was corroborated as it represents a clade of haplotypes with 8.4% (ND2) sequence
divergence of S. indigoticus (its sister species). The genetic diversity of Scytalopus sp. nov. 2
from southern Brazil is structured in three geographic groups, consisting of distinct
evolutionary units. The status of the new species suggested in this study (from Serra da
Ouricana and southern S. speluncae) is consistent with morphology and bioacoustic data. The
results presented here, mainly the discovery of new species and corroboration of the specific

status of others would help the design of conservation strategies for this neglected group.

vi



1. INTRODUCAO

O género Scytalopus compreende Passeriformes de pequeno porte (11-43g)
pertencentes a familia Rhinocryptidae, considerada como uma das mais ancestrais da ordem
(Krabbe & Schulenberg, 1997, Sick,1997). Scytalopus spp. distribui-se da Costa Rica ao
Panama, atravessando os Andes da Colémbia e Venezuela até o Cabo Horn, no extremo sul da
América do Sul. Esta presente também nas montanhas costeiras da Venezuela e nas regides
sul e sudeste do Brasil até Misiones, Argentina (Krabbe & Schulenberg, 1997).

A semelhanga externa, comportamental e da voz de alguns representantes do género
Scytalopus ¢ mencionada na literatura. Krabbe & Schulenberg (1997) argumentaram que as
espécies do género Scytalopus mostram variagdo de plumagem intraespecifica (relacionadas
com a idade) maior que interespecifica. Arctander & Fjedsa (1994) relataram que a plumagem
parece ser um carater mais conservativo que a voz; enquanto diferencas vocais podem estar
mais relacionadas a diferenciagdo recente.

As espécies brasileiras do género, em sua maioria silvicola, habitam locais sombrios e
densamente vegetados, mostrando-se altamente fotofobas (Sick, 1997). Sdo passaros
pequenos, de coloragdo cinza escura, que se caracterizam por voarem pouco € a curtas
distancias. Mesmo a espécie de area aberta ¢ extremamente sedentiria e inconspicua.
Acredita-se que as espécies do género estejam altamente sujeitas a especiagdo, devido a sua
baixa capacidade de dispersdo e fotofobia, somada a sua distribuicio em montanhas
fragmentadas (Krabbe & Schulenberg, 1997). Com base na distribui¢do compartimentada dos
Scytalopus brasileiros, autores como Sick (1997) sugerem que paisagens serranas brasileiras,
hoje ilhadas, teriam sido unidas no passado, ou fornecem indicios de que aves tipicas de
montanhas isoladas e frias do sudeste do Brasil, como os tapaculos, sejam derivadas de
ancestrais Andino—Patagdnicos.

Até o presente momento existem cinco espécies descritas de Scytalopus no Brasil,
sendo que duas destas espécies (S. iraiensis e S. psychopompus) sao consideradas globalmente
ameacgadas de extingdo ¢ uma terceira (S. novacapitallis), recebe o status de near threatened
(Bird Life International, 2001). Além disso, S. indigoticus, endémica de floresta Atlantica, ¢
considerada “Em Perigo” no Rio Grande do Sul (Bencke et a/ 2003). Scytalopus speluncae, a
espécie mais amplamente distribuida do género e unica sem problema aparente de
conservagdo, ¢ parcamente conhecida e necessita de atencdo dada a grande semelhanca
morfoldgica com espécies congéneres, ainda nao descritas pela ciéncia (vide Mauricio, 2003).

Além de problemas ligados a conservacdo das espécies, a validade de Scytalopus
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psychopompus ja foi questionada por Gonzaga et al. (1995) e Krabbe & Schulemberg (1997),
indicando a necessidade premente de estudos genético-evolutivos envolvendo as espécies do
grupo.

O estudo de Arctander & Fjedsa (1994) constituiu a primeira tentativa de compreender
as relacdes filogenéticas e historia evolutiva dos Scytalopus sul-americanos. Aquele estudo,
entretanto, embora englobando 14 espécies, considerou apenas as espécies distribuidas na
porcdo norte dos Andes. Naquele trabalho os autores sugeriram que a especiacdo foi
alopatrica e que o modelo atual de distribuicdo das mesmas em diferentes altitudes foi um
evento secundario.

Em relagdo a filogenia dos Scytalopus do sudeste da América do Sul, existiam apenas
sugestdes em Vielliard (1990), o qual incluiu S. speluncae e S. novacapitalis em uma
superespécie devido a estrutura semelhante de voz. Recentemente, Mauricio (2005) com base
em um estudo taxonomico detalhado do grupo, propds que as espécies de Scytalopus
brasileiras sdo compostas por dois grupos: um formado por S. indigoticus e S. psychopompus
e o outro, denominado grupo S. speluncae, constituido por S. speluncae, S. iraiensis , S.
novacapitalis e duas espécies novas que ainda estdo sendo descritas, denominadas S. sp. nov 1
e S. sp. nov 2 neste estudo. Até o presente, sabe-se que das espécies de Scytalopus existentes
no Brasil, o grupo formado por S. indigoticus e S. psychopompus compartilha a coloragdo
branca nas partes ventrais, cinza-escuro na partes superiores e laterais, bem como canto
similar (Del Hoyo, 2003, Mauricio, 2005, Bornschein et al., 2005). Além disso, Mauricio
(2005) menciona que o grupo S. speluncae compartilha um canto tipico com repeti¢des longas
¢ mondtonas de uma simples nota. Ele também indica a existéncia de um subgrupo dentro do
grupo S. speluncae reunindo S. novacapitalis, S. sp. nov. 1 ¢ S. sp. nov. 2, em decorréncia de
uma caracteristica do canto apresentada igualmente por estas espécies.

A seguir, sdo fornecidas breves descricoes das espécies brasileiras do gé€nero
Scytalopus.

Scytalopus indigoticus — (macuquinho perereca). Distribuicdo: sul da Bahia, regido
serrana do Espirito Santo e do leste de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul (Sick, 1997).
Scytalopus indigoticus é encontrada em altitude até 1000m e, em alguns lugares na Serra do
Mar, em Santa Catarina e em S3o Paulo, ocorre ao nivel do mar (Sick, 1997); entretanto,
ocorre em altitudes inferiores a S. speluncae. Habita sub-bosque de floresta Ombroéfila Densa
e florestas secundarias, preferindo as florestas de planicies alagadas no leste do Rio Grande do
Sul (Bencke et al., 2003). O canto desta espécie pode ser confundido com o de um anfibio,

Proceratophrys boiei (sapo-de-chifre). O grito de contato é muito elaborado, sendo muitas



vezes confundido com o proprio canto. E parcialmente simpatrico, mas ndo sintépico, com o
S. speluncae. Vielliard (1990) propde que o padrdo considerado mais “derivado” desta espécie
pode ter-se originado de um ancestral andino, como o Scytalopus lateobricola, ou até mesmo
ter evoluido por deslocamento eto-ecoldgico em simpatria com a forma considerada ancestral
padrdo do S. speluncae.

Scytalopus psychopompus — (macuquinho baiano). Distribuigdo: Litoral da Bahia
(Sick, 1997). Scytalopus psychopompus foi descrita no final da década de 1980, com base em
trés exemplares procedentes da costa leste da Bahia. Sua diagnose em relacdo a S. indigoticus,
espécie que lhe € bastante similar, e com distribui¢do relativamente ampla no leste do Brasil,
baseou-se na auséncia de barramento nos flancos e colorag@o cinza-azulada das penas da tibia.
Recentemente, a sua validade foi questionada em trabalhos de referéncia sobre a taxonomia
do género Scytalopus (Gonzaga et. al., 1995 e Krabbe & Schulemberg, 1997). Considerada
criticamente ameacada no ambito global, a tomada de decisdes visando a conservagdo da
espécie, no ambito nacional, provavelmente esbarrou na incerteza acerca de sua validade,
gerando a necessidade imediata de uma avaliagdo de seu real status taxonomico.

Scytalopus iraiensis - (macuquinho da varzea). Distribuicdo: Sdo José dos Pinhais e
Quatro Barras, no Parana (Bornschein et al., 1998); Campo Belo do Sul, no sudeste de Santa
Catarina (C. S. Fontana, com. pess.); Cambara do Sul (G.N. Mauricio, com. pess.), Viamao
(Accordi, 2003) e Rio Grande (G.N. Mauricio, com. pessoal), no Rio Grande do Sul. Esta
espécie ndo havia sido assumida para o Rio Grande do Sul até o presente, embora Bencke
(2001) ja atribuisse um Scytalopus sp. a espécie S. iraiensis, com base em um exemplar
tombado na cole¢do ornitologica do Museu da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul (MCP 0957). Habita campos tmidos situados em planicies de inundagdo de
alguns rios (varzeas) (Bornschein ef al., 1998). No Rio Grande do Sul esta restrita a banhados
bem eutroficados € com nenhum ou minimo impacto proporcionado pelo pastejo de gado.
Segundo Bornschein et al. (1998), esta espécie difere da S. speluncae, entre outros aspectos,
por possuir dorso negro e superficie ventral cinza em vez de um colorido cinza-arddsia
uniforme. O canto da S. iraiensis segue o padrdo da S. speluncae, mas dela difere por
apresentar no canto modulado o fundamental da nota em freqiiéncias mais baixas. A
morfologia da siringe também aproxima S. iraiensis da S. speluncae.

Scytalopus novacapitalis — (tapaculo de Brasilia). Distribuicdo: Distrito Federal,
Formosa (Goias), sudoeste de Minas Gerais (Sick, 1997). Habita o sub-bosque de florestas de
galeria e, ocasionalmente, areas de florestas secundarias, proximas a cursos de agua (Collar et

al., 1992). Este tapaculo, descoberto na época da construgdo de Brasilia, mostra em seu canto



parametros semelhantes ao canto de S. speluncae sendo, porém mais lento. Mauricio (2003)
encontrou correlacdo positiva no tipo de canto com aceleragdo final (trinado) entre S.
novacapitalis e Scytalopus sp. nov. 2, supondo ser uma caracteristica comum a ambas.

Scytalopus speluncae- (tapaculo preto). Distribuicdo: Minas Gerais, sul da Bahia até o
Rio Grande do Sul. Habita as florestas Ombrofila Densa e Ombrofila Mista. Em razao de uma
nota repetida em séries mondtonas do canto, Vielliard (1990) sugeriu que esta espécie esteja
perto do que parece ser o padrdo ancestral do canto na familia Rhinocryptidae, encontrado em
outras espécies e géneros. Sick (1997) sugere que este padrio deve-se a auséncia de pressdo
evolutiva. Mauricio (2003) propde, pela analise da plumagem e vocalizacdo, que populagdes
de Scytalopus tradicionalmente identificadas como S. speluncae compreendem um grupo
parafilético composto de duas ou mais espécies.

Scytalopus sp. nov. 1. (esta espécie estda sendo estudada por Marcelo F. de
Vasconcelos, Luis Fabio da Silveira, Bret M. Whitney e Fernando Pacheco). Distribuicdo:
Complexo do Espinhago e Mantiqueira em Minas Gerais. Habita areas montanhosas (altitude
entre 1.300 e 2.000 m) e rochosas, entretanto, alguns individuos j4 foram encontrados em
areas de floresta em altitudes menos elevadas (até cerca de 800 m) (M. F. de Vasconcelos.
com. pessoal). Assemelha-se a S. sp. nov. 2 (descrita a seguir) em plumagem e vocalizacio,
no entanto, possui plumagem mais clara no peito e diferencas no repertorio final do canto
(Mauricio, 2005). Foi anteriormente assumida como S. novacapitalis.

Scytalopus sp. nov. 2 (sensu Mauricio 2003 e Mauricio, 2005). Esta espécie apresenta-
se distribuida em trés populacdes alopatricas: uma populagdo ocorre na Serra de Tapes
(localizagdo mais meridional da Serra do Sudeste) no sul do Rio Grande do Sul, outra esta
localizada no noroeste do Rio Grande do Sul, alcancando a Provincia de Misiones, Argentina
(esta populagdo provavelmente estende-se para oeste do Parana e Santa Catarina) e uma
terceira populagdo ¢ encontrada na Serra Geral, a nordeste do Rio Grande Sul, e por¢ao
adjacente de Santa Catarina (Mauricio, 2003). Habitam sub-bosques das florestas Ombrofila
Densa, Ombrofila Mista e Estacional Decidual. Segundo Mauricio (2003) Scytalopus sp. nov.
2 difere da S. speluncae porque possui coloracdo da plumagem com flancos listrados de preto
em todas as idades, partes inferiores cinza mais claro, canto de andamento mais lento e por
grito de contato peculiar. Em seu repertério vocal possui um tipo de canto quase Unico, cuja
parte final € notavelmente acelerada até se tornar um trinado. Mauricio (2003) descreve como
relevantes as seguintes variagdes inter e intrapopulacionais desta espécie: comprimento de
retrizes, colorag@o das partes inferiores, com variacao de tonalidades de cinza e barrado sobre

o flanco. Estas diferencas de coloragdo sdo encontradas de forma mais consistente entre

10



subadultos e imaturos, o que ¢ bastante comum no gé€nero. Jovens e subadultos apresentam
variagOes interpopulacionais no carater cor (barra das terciarias, coberteiras das asas e da
cauda), sendo que os individuos da Serra de Tapes apresentam maior quantidade de areas
marrons nas asas e cauda, em comparagdo com as populacdes do nordeste e noroeste do Rio
Grande do Sul, que tdo somente apresentam menor quantidade desta cor na barra das
terciarias (Mauricio, 2003). Contudo, passaros julgados como adultos (cinza mais acentuado e
menos marrom) nas trés populagdes sdo muito similares, considerando-se a colora¢do. Além
disto, estas popula¢des t€m o mesmo repertorio vocal, embora os passaros do nordeste do
Estado tendam a emitir sons mais rapidos que os das populagdes do noroeste e da Serra de

Tapes. Esta espécie serd nominada S. pachecoi (Mauricio, 2005)

2. OBJETIVOS

No presente trabalho, tendo em vista, entre outros aspectos, a necessidade de
ampliacdo do conhecimento sobre o género Scytalopus pretendeu-se entender os processos
evolutivos que geraram o padrdo de diversidade atualmente encontrado nas espécies nao-
andinas (orientais) do género, relacionando-as filogeneticamente e procurando responder
especificamente:

(1) Como se caracterizam geneticamente as espécies de Scytalopus brasileiras?

(2) Ha evidéncias de que Scytalopus psychopompus seja realmente uma espécie valida?

(3) Ha divergéncia genética compativel que suporte a separacdo taxondmica de S.
speluncae em trés espécies?

(4) Qual a relacdo filogenética entre as espécies?

(5) Ha evidéncias genéticas da existéncia de dois grupos distintos de Scytalopus
brasileiros (grupo S. indigoticus ¢ S. psychopompus e grupo S. speluncae, englobando

as demais espécies) como postulado por Mauricio (2003)?

(6) Ha evidéncias genéticas que corroboram a existéncia de um subgrupo de espécies

dentro de Scytalopus speluncae sensu Mauricio 20037

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Amostras

Foram utilizados tecidos (conservados em alcool) das cinco espécies brasileiras de
Scytalopus ja descritas: Scytalopus speluncae (n = 16), S. iraiensis (n = 2), S. novacapitalis (n

= 1), S. indigoticus (n = 3), S. psychopompus (n = 1) e de duas espécies novas: S. sp. nov. 1 (n
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=11), S. sp. nov. 2 (n = 20) (FIG 1). Estas amostras sdo provenientes de tecidos depositados
no Museu de Ciéncias e Tecnologia (MCP) da PUCRS e de coletas especificas, conforme
licengas IBAMA n. 133/2004-CGFAU/LIC, para G. N. Mauricio e 197/2001 e 192/2002,
207/2003 para Marcelo Ferreira de Vasconcelos. Os espécimes-testemunho e individuos
coletados, com nimero de museu, ou numero de campo, assim como as localidades de coleta
encontram-se relacionados na tabela 1.

Como grupo externo para o segmento de ND2 utilizaram-se as seqiiéncias disponiveis
no GenBank de Formicarius colma amazonicus (AY612459), Xiphorhynchus flavigaster
(AY089849) e Basileuterus fulvicauda (AY327396), e para o segmento de citocromo b foram
usadas as seqiiéncias de Scytalopus latebricola spilmanni (U06173), S. unicolor latrans
(U06170) e Myornis senilis (U35087). Para a regido controle ndo foi possivel utilizar grupo

externo, devido a auséncia de seqiiéncias proximas.

Tabela 1. Lista dos espécimes analisados, seus respectivos locais de coleta e nimeros de colegdo, bem
como dos segmentos mitocondriais estudados.

Espécie N° N° MCP ou N° Local de coleta Segmentos
estudo de campo ND2 CYT RC
S. sp. nov. 2 01 01174 Nonoai, RS + + -
S. speluncae 02 01169 Sao Francisco de Paula, RS + + +
S. iraiensis 03 0957 Banhado do Magarico, RS + - +
S. speluncae 04 01177 Pico dos Marins, Piquete, SP + +
S. sp. nov. 2 05 01189 Bom Jardim da Serra, RS + - -
S. speluncae 06 01106 General Carneiro, PR + - -
S. sp. nov. 2 07 0994 Derrubadas, RS + + -
S. speluncae 09 0987 Maquiné, RS + + +
S. iraiensis 10 0958 Banhado do Magarico, Rio + - -
Grande, RS
S. sp. nov. 2 11 0976 Morro Redondo, RS + + +
S. speluncae 12 0988 Maquiné, RS + + +
S. sp. nov. 2 13 0961 Cangucu, RS + + +
S. sp. nov. 2 15 01023 Cangucgu, RS + - +
S. speluncae 17 0983 Sao Francisco de Paula, RS + + +
S. speluncae 18 0984 Sao Francisco de Paula, RS + + -
S. speluncae 19 0985 Sao Francisco de Paula, RS + + +
S. sp. nov. 2 20 0959 Morro Redondo, RS + - -
S. sp. nov. 2 21 0962 Pelotas, RS + + +
S. sp. nov.2 22 0949 Capédo do Ledo, RS + + +
S. sp. nov. 2 23 0952 Capao do Ledo, RS + - -
S. speluncae 25 01175 Campina Grande do Sul, PR + - -
S. speluncae 26 01176 Campina Grande do sul, PR + + +
S.sp.nov.2* 27 01179 Capéo do Ledo, RS + + +
S. sp. nov. 2 28 01183 Bom Jardim da Serra, SC + + +
S. sp. nov. 2 29 01188 Bom Jardim da Serra, SC + - +
S. speluncae 31 01170 S3o Francisco de Paula, RS + + +
S. speluncae 32 01172 Delfim Moreira, MG + + +
S. speluncae 33 01173 Delfim Moreira, MG + + -
S. speluncae 34 01076 Sao Francisco de Paula, RS + + +
S. sp. nov. 2 35 01075 Cambara do Sul, RS + + +
S. sp. nov. 2 37 01082 Capéo do Ledo, RS + - +
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Espécie N° N° MCP ou N° Local de coleta Segmentos

estudo de campo ND2 CYT RC
S. sp. nov. 2 39 01039 S. José dos Ausentes, RS + + +
S. sp. nov. 2 40 01040 S. José dos Ausentes, RS + + +
S. sp. nov. 2 41 01043 Cambara do Sul, RS + - +
S. sp. nov. 2 42 01015 S. José dos Ausentes, RS + - -
S. sp. nov. 2 43 01016 S. José dos Ausentes, RS - + +
S. sp. nov 2. 44 01190 Bom Jardim da Serra, SC + - -
S. novacapitalis 45 01481 Brasilia, DF + + +
S. sp. nov. 1 47 NT_MVO06 Lavras, MG + + +
S. sp. nov. 1 48 NT_MVO1 Serra do Caraga, MG + + -
S. sp. nov. 1 50 NT_MVO03 Serra do Caraga, MG + + +
S. sp. nov. 1 51 NT_MVO04 Serra do Caraga, MG + + +
S. sp. nov. 1 52 NT_MV05 Serra do Caraga, MG + + +
S. sp. nov. 1 54 NT_MV08 Serra do Cip6, MG + + +
S. sp. nov. 1 55 NT_MV09 Diamantina, MG + + +
S. sp. nov. 1 57 NT_MV11 Diamantina, MG + + +
S. sp. nov. 1 58 NT_MV13 S. da Piedade, Caeté, MG + + +
S. sp. nov. 1 59 01509 Bocaina de Minas, MG + + +
S. sp. nov. 1 60 01510 Bocaina de Minas, MG + + +
S. speluncae 61 NT_BL04 S. Caparag, Divino, MG + - +
S. speluncae 62 NT_BL08 Boa Nova, BA + - -
S. indigoticus 63 NT_BL03 Duas Barras, RJ + - -
S. indigoticus 64 NT_BL06 Boa Nova, BA + - -
S. indigoticus 65 NT_BLO7 Boa Nova, BA + - -
S. psychopompus 67 NT_BL09 Una, BA + - -

e Holotipo; NT= Material ainda ndo tombado em Museu; MV = Tecidos coletados por Marcelo Ferreira
de Vasconcelos; BL = expedigao Bird Life, dezembro de 2004 (Bornschein et al., 2005).
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Figura 1. Amostragem das espécies de Scytalopus utilizadas neste estudo. O niimero 61 representa S.
speluncae coletado na Serra do Caparad, MG.
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3.2 Extracao, amplificacio e seqilenciamento de DNA

O DNA foi extraido utilizando-se protocolos com acetato de amonio (Silva, 2003),
resina Chelex 100 (Karp et al., 1998) ou Quiamp DNA microkit. Foram estudados os genes
mitocondriais NADH desidrogenase subunidade 2 (ND2), citocromo b (cyt b) e da regido
controladora (parte dos dominios II e IIl). Segmentos dos genes ND2, cyt b e da regido
controladora (RC) da mitocondria foram amplificados por PCR (Reagdo em cadeia da
Polimerase) padrio utilizando-se os primers L5216 ¢ H6313 (Sorenson, 2003), para ND2,
L14764 ¢ H15295 (Sorenson et al.,1999) cyt b e LFCBL2 ¢ PROHSS (Cabanne, 2004) para
regido controladora. Os produtos de PCR foram purificados com as enzimas Exonuclease | e
Shrimp Alkaline Phosphatase (Amersham Bioscience). Os primers: L537 (Sorenson et al.,
1999.) para a regido controladora, L51216 para o ND2 e H15295 para cyt b foram usados nas
reacoes de seqiienciamento. As reacdes de seqiienciamento foram realizadas com o
DYEnamic Et Dye Terminator Kit (Amersham Bioscience) e a leitura foi realizada no
MegaBACE 1000 DNA Analysis Systems (Amersham Bioscience). Todos os cromatogramas
foram visualizados e editados através do programa Chromas 2.23 (Techlysium Pty Ltd)
Foram seqiienciados duas ou mais vezes os individuos que inicialmente ndo apresentaram

seqiiéncias de boa qualidade.

3.3. Analises

As sequiéncias foram alinhadas utilizando-se o programa CLUSTAL X (1.8)
(Thompson et al., 1997) e a inspecdo visual do alinhamento e edicdo das seqiiéncias foram
realizadas usando o programa BioEdit, versdo 7.0 (Hall, 1999). Para a constru¢do das
filogenias foram utilizados trés métodos basicos: método de distancia, método de maxima
parcimonia (MP), método de méxima verossimilhanca (ML). Para testar a confiabilidade das
arvores obtidas foi realizado o teste de bootstrap.

Para o método de distancia foram usados o programa MEGA, versdo 3.0 (Kumar et
al., 2004), o modelo de substituicdo de nucleotideos Kimura dois parametros (K2P) e o
método de agrupamento de neighbour-joining (NJ). Os sitios contendo inser¢des/delecoes
(indels) e dados faltantes foram excluidos da andlise. Foram analisadas seqiiéncias de
segmentos do gene ND2, cyt b, RC e seqii€ncias concatenadas destes segmentos. O teste de

bootstrap foi realizado com 500 replicacdes.
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Para as analises com os métodos de MP e ML foi utilizado o programa PAUP, versdo
4.0 (Swofford, 2003) e apenas o segmento do gene ND2. Para a MP foi utilizada busca
heuristica partindo de uma arvore stepwise, com as seguintes opcdes: (1) addseq, (2) 100
replicagdes, (3) rearranjo por TBR (tree-bisection-reconnection) e (4) bootstrap com 1000
replicagdes. Para estimar o melhor modelo de substituicdo para a analise de ML os dados
foram submetidos ao programa MODELTEST, versao 3.06 (Posada & Crandall, 1998), que
determinou, pelo critério de Akaike, que o modelo mais adequado ¢ o TrN + G + I (Tamura
Nei + distribuicdo gama + sitios invariaveis). A busca da arvore de ML foi realizada
utilizando o algoritmo NJ para a estimativa da arvore inicial e TBR. O teste de bootstrap foi
realizado com 1000 replicagdes. Na descrigdo dos resultados, utilizou-se o seguinte critério
subjetivo para avaliacdo qualitativa da confiabilidade da resolucdo dos nos nas filogenias

construidas: Confiavel: 70% (Mindell et al. 1997), alto: 90-100% , baixo: menor que 70%.

3.4. Variabilidade Molecular

O programa DNASP (Rozas et al., 2003) foi utilizado para estimar uma série de
estatisticas de variabilidade, tais como: diversidade haplotipica (H), diversidade nucleotidica
(m), teta (0) (definido pela equacdo: 6 = 2N — para DNA mitocondrial —, onde N, representa
o tamanho efetivo da populacdo de fémeas e n a taxa de mutacdo). Testes de neutralidade e de
flutuacdes demograficas: Teste D de Tajima e teste Fs de Fu (considerado mais sensivel para
detectar flutuagdes populacionais (Ramos-Onsins e Rozas, 2002)).

O Fst ¢ uma medida 1til para calcular a variagdo nas freqiiéncias alélicas entre
diferentes populagdes. O programa DNASP estima o Fgr através de informagdes extraidas das
seqiiéncias segundo a equacdo: Fst = 1 - (Hw/Hb) (Hudson ef al., 1992, equagdo 3), onde Hw
representa a nimero médio de diferengas entre as seqiiéncias dentro de subpopulagdes ¢ Hb, o
niamero médio de diferencas entre as seqii€ncias amostradas de diferentes subpopulagdes. O
niamero de migrantes entre populagdes Nym ¢é estimado a partir da equagdo: Nyn = 1/2
(Hw/Hb-Hw) (Hudson et al., 1992, equacdo 4). Para as estimativas populacionais as
populagdes foram divididas de acordo com a regido de coleta.

Com o objetivo de visualizar parametros historico-demograficos foi utilizado o
programa NETWORK, versdao 4.1 (Bandelt, 1999), com o qual foi construida uma rede de
haplotipos (network) utilizando-se o algoritmo median-joining que identifica os haplotipos
mais proximamente relacionados e introduz a hipdtese de um ancestral. A mismatch

distribution foi visualizada com o programa.DNASP.
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4. RESULTADOS

Foram obtidas, através da analise de uma amostragem de 55 individuos, seqiiéncias de
500 pares de bases (pb) do gene ND2, correspondendo as posi¢cdes 5331 a 5831 da seqiiéncia
de Gallus gallus (GenBank n° NC001323); 410 pb da regido controladora de 37 individuos,
posicdes 600 a 1010 (representando parte do segundo dominio e o bloco CSB-1 do terceiro
dominio). Também foram obtidos 440 pb de uma pequena por¢cdo do NDS5 (80 pb) e
citocromo b correspondendo as posi¢cdes 14801 a 15241 (que serd denominada apenas cyt b)
de 36 individuos. Para algumas andlises, foram utilizados os segmentos individuais e para
outras foram concatenados 914 pb de 28 seqiiéncias dos segmentos cyt b + ND2; 865 pb de
30 seqiiéncias da RC + ND2 e 1327 pb de 25 seqiiéncias da RC + ND2 + cyt . Na tabela 2
sdo apresentadas algumas caracteristicas dos conjuntos de dados utilizados nas analises.

A origem mitocondrial destas seqii€ncias foi suportada pelos seguintes resultados:

1) todas as amostras foram obtidas diretamente de tecido (figado, musculo peitoral,
rim ou coragdo) nao tendo sido utilizado sangue para amostragem;

2) ndo foram constatados codons de parada nas regides que codificam proteinas (ND2
e cyt b);

3) foram obtidos resultados coerentes entre os trés marcadores (ND2, cyt b e regido
controle);

4) os resultados foram semelhantes tanto para as inferéncias morfoldgicas relacionadas

por Mauricio (2003), como para a distribui¢do geografica das espécies.
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Tabela 2. Distribuigdo da variagdo dos sitios nas seqiiéncias dos segmentos estudados (gaps ndo
computados).

Regido n pb Conservados Variaveis i.p. Variacao
unica
ND2 58 410 266 234 163 71
ND2' 55 500 328 172 138 34
Cytb 35 439 342 97 78 19
Cyt b’ 32 439 359 80 65 15
RC 37 388 346 42 27 15
ND2 +cyt b 34 939 758 181 153 28
ND2 + RC 36 888 731 157 113 44
ND2 + cyt b + RC 29 1327 1120 207 148 59

' sem grupo externo; i.p.= informativos para parciménia; n = nimero de individuos.

4.1 Analises Filogenéticas

4.1.1 ND2

O resultado que inicialmente chama a atengdo nas arvores resultantes das diversas
metodologias aplicadas no segmento de ND2 (arvores MP, ML e NJ, Figs. 2-5) ¢ a existéncia
de dois clados de Scytalopus brasileiros, com bom suporte de bootstrap (>89%): um formado
por S. indigoticus e S. psychopompus ¢ outro composto pelas outras espécies (S. speluncae
stricto senso, S. iraiensis, S. novacapitalis e as duas espécies novas). As arvores de MP (Fig.
2) e NJ (Fig. 3) s@o muito semelhantes e apresentam os seguintes aspectos principais além da
existéncia dos dois grandes grupos citados acima: o grupo S. speluncae divide-se em trés
clados: (1) os individuos de S. speluncae do norte da distribui¢do, (2) os individuos de S.
speluncae do sul da distribuicdo e (3) um grande clado contendo: um individuo proveniente
da Serra de Ouricana, (Boa Nova, BA), inicialmente identificado como S. speluncae, S.
iraiensis, S. novacapitalis e as duas espécies novas. Curiosamente, em ambas, o individuo de
S. speluncae de Boa Nova aparece como o mais basal, apesar do suporte ndo ser muito alto,
seguido de S. iraiensis. Scytalopus novacapitalis aparece como grupo irmao de S. sp. nov. 1.
Os clados S. speluncae norte e S. speluncae sul apresentam uma divergéncia bastante
profunda e, apesar de estarem agrupados na arvore de NJ, o suporte ¢ baixo.

A arvore de ML (Fig. 4) ¢ muito semelhante as de MP e NJ, principalmente se
desconsiderarmos os agrupamentos com valores de confianga abaixo de 60%, e reforga as

posicdes mais isoladas do individuo de S. speluncae de Boa Nova, de S. iraiensis e dos clados
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S. speluncae norte e S. speluncae sul. A maior diferenca se refere a posi¢ao do individuo de S.
novacapitalis, que nas arvores de NJ e MP agrupou-se com S. sp. nov. 1 (bootstrap de 81% e
66%, respectivamente) enquanto na arvore de ML agrupou-se com S. sp. nov. 2 (suporte de
54%).

Como o individuo de S. psychopompus e a seqiiéncia de Formicarius colma
apresentavam uma seqiiéncia mais curta, foi feita uma analise de NJ, retirando-se os mesmos,
com o intuito de aumentar o niimero de pares de bases para aproximadamente 500 (Fig 5). A
maior diferenga desta arvore em relagdo a anterior € que o individuo de Boa Nova agrupou-se

junto com o clado de S. speluncae norte, porém com baixo suporte de bootstrap.

4.1.2. Regido controle, cyt b e segmentos concatenados

Infelizmente até o momento ndo puderam ser obtidas seqiiéncias de cyt » e RC para S.
indigoticus e S. psychopompus e para S. iraiensis foi obtida apenas para a RC. As arvores de
NJ construidas com estas regides isoladamente ou combinadas (Figs. 6-10) apresentaram
topologia muito semelhantes entre si e também com as filogenias obtidas com o ND2. Alguns
resultados podem ser comentados. Todas as filogenias corroboram a existéncia de um clado
com as duas espécies novas mais S. novacapitalis, sendo esta Gltima sempre agrupada com S.
sp. nov. 1, apesar do valor de suporte ndo ser muito alto (o maior valor sendo 70%, com os
tr€s marcadores concatenados, fig.10). Os clados S. speluncae norte e S. speluncae sul
continuam bastante divergentes; mas aparecem agrupados nas arvores, apesar da auséncia de
grupo externo na maior parte das analises ndo permitir um teste adequado para esta afirmagao.
E importante notar que, devido & ndo disponibilidade de dados de grupos externos para a
regido controle, as arvores foram enraizadas nos ramos sugeridos pelos outros marcadores. De
modo geral, os valores de suporte aumentaram nas arvores com os dados concatenados, apesar

de isto estar mais evidenciado nos agrupamentos intraespecificos.

19



Basileuterus

™ Xiphorhynchus
81 = Formicarius

67 |
63
64
93~ 65 S. indigoticus
61
04
32 S. speluncae norte
33
06

25
100 = 26

95 S. psychopompus

-
o

100

95 | 100

31
18
19
02 09 12 17 34
62 |S. speluncae Boa Nova

03
100 L= 10

= S. speluncaesul

||

| S. iraiensis

== 45 | S. novacapitalis
47

48
50
51 S.sp.nov. 1
55

57
58

56

52 54 59
60
44

111523 27
20

100 |

13 21 22 37

29

39

05 28 35 40 41 42
43

07

01

S.sp.nov. 2

Figura 2. Arvore de Méaxima Parciménia baseada no segmento de gene ND2 (500 pb). Foi obtida
através do consenso estrito de 12 arvores igualmente parcimoniosas (489 passos). Os numeros
proximos dos ramos representam os valores (%) bootstrap obtidos através de 1000 replicagdes.

20



01
o7 | No
29
44
41
42
F43
28 NE
gg S. sp.nov. 2
100 40
05
15
27
23

100 11

64| 37
21 S
13
63 20
22

45 47 » s novacapitalis

51l 58
60
B 52
54
55 S. sp. nov. 1

ol

700 |r1 03| S. iraiensis

62 » s speluncae — Boa Nova

S. speluncae -norte

S. speluncae -sul

7 S, psychopompus

S. indigoticus

] Xiphorhynchus
8 Formicarius

Basileuterus
0.05
Figura 3. Arvore de NJ baseada no segmento de ND2 (460 pb). Os numeros proximos dos ramos

representam os valores (%) bootstrap obtidos através de 500 replicagdes (valores abaixo de 50% néo
estdo sendo apresentados).

21



Basileuterus
,—Formicarius
L— Xiphorhynchus

67 I S. psychopompus
63
76 64| S.indigoticus
s

61

100, —LQQE 04 S. speluncae norte
32

100 33

78 —] 06

31
1
19 S. speluncae sul
02_09_12_17_34
4| 25 Parana
53 26
621 S. speluncae Boa Nova
89 100 03
—10
451 S. novacapitalis

11_15_23_27
— %
73—13_21_22 37
44
;zl: 01 noroeste S. sp. nov.2
07
63 43
98 65 _é;|: :232 nordeste
65

05_28_35_40_41_42
47 | Lavras

s
59 50
51 S. sp. nov. 1
57
58
61 52_54 59
60

84

66

6(

98

S. iraiensis

73

sul

U

100

39

57

57

Figura 4. Arvore de Maxima Verossimilhanga baseada no segmento de ND2 (500 pb), resultante do
modelo TrN + G + 1. Os ntimeros proximo dos ramos representam os valores (%) bootstrap obtidos
através de 1000 replicacdes.

22



9501
_{07
28
41
29
79440
42 NE
[ 43
39
99 22 S. sp.nov. 2
35
11
23
99 854 1257 S
22
13
66| 37
20
21
4_5 —» s novacapitalis
53| 9o [ 47
58
54
62 50 52
60
59 S. sp. nov. 1
57
[ 55
51 48
50
s
—99(03
10 S. iraiensis
o7 _—_6$2 ....................... > S. speluncae — Boa Nova
99 % 132
6 04 S. speluncae -norte
33
25
06
99(f 31
77 26
19 S. speluncae -sul
51109
12
34
17
02
18 .
[763 .
9L]64 = S indigoticus
97 65 -
Xiphorhy nchus
Basileuterus

0.02

Figura 5. Filogenia construida (NJ, modelo K2P) com segmento de ND2 (500pb) sem o grupo externo
Formicarius e S. psychopompus (valores (%) bootstrap e replicagdes idem a Figura 3).

23



— 53
54
51
50
57
60
48 S. sp. nov. 1
04|55
52

58
47
S
98 — 45 | S. novacapitalis
6401
07

o | 11
27

21 S
“{22 S. sp.nov. 2

13
35
39
140
28
43

32
I S. speluncae -norte

33

NO

NE

18
] 83 09
19
02
34
17
12

—26
—31

S.unicolor
8 S.latebricola

99
S. speluncae -sul

Myornis

0.02

Figura 6. Filogenia (NJ, modelo K2P) baseada no segmento de cyt b (440pb) (valores (%) bootstrap e
replicagdes idem a Figura 3).

24



69

11
39
40
53|41
29
15
_ 2328
27
43
9 84 \13
37
*l21
22
— 35
45 » S. novacapitalis
47
_Gr 59
60
71 57
64| 55
54
58
52

62_6(f o

32
— 61

sg 02
” 417

74

0.005

Figura. 7. Arvore filogenética (NJ, modelo K2P) obtida através do segmento da regiio controle
(410pb). A arvore foi enraizada no ramo sugerido pelos resultados do ND2. Valores (%) bootstrap e

replicagdes idem a figura 3.

26

50
66

03 > S. iraiensis

51

S. speluncae -norte

S. speluncae -sul

25

S. sp.nov. 2

S. sp. nov. 1



52
54
57
63
- 55
- 58
— 48
6d 50
51
100
60
| 47
L 59
5 P S. novacapitalis
100
r 01
10
-07
35
100
% 29
28 40
96
11
87[ 27
%8 1113_21
89 22
I()()l_ 32
S. speluncae -norte
33
26
100 [~ 31

68|19

s1102_09_12_17_34

56

18

0.01

S. sp. nov. 1

S. sp.nov. 2

S. speluncae -sul

Figura. 8. Filogenia (NJ, modelo K2P) baseada nos segmentos ND2 e cyt b concatenados (914 pb)
(valores (%) bootstrap e replicacdes idem a Figura 3). Raiz idem a Figura 7.

26



65 50

59 57 S. sp. nov. 1

65 60

45 > S. novacapitalis

100 27

13_21_37

98
100 22 S. sp.nov. 2
35
70 28
8439
29

40_41
03 > S. iraiensis

100 04
S. speluncae -norte

100

97 26

100 |[ 31 S. speluncae -sul
19
02_17
09 12 34

001

Figura 9. Filogenia (NJ, modelo K2P) baseada nos segmentos de ND2 e regido controle concatenados
(865pb) (valores (%) bootstrap e replicagoes idem a Figura 3. Raiz idem a Figura 7.

27



- 52
- 54
62
157
- 55
68
- 58
50 S. sp. nov. 1
il
51
i
60
100
— 59
70
| —47
45 > S. novacapitalis
100 s 11
27
87
13_21
AP
100
35 S. sp.nov. 2
+7(| 40
<7128
39
32 > S. speluncae -norte

’726

31

10

74 19
S. speluncae -sul

02_17

09 12_34

Figura 10. Arvore construida (NJ, modelo K2P) com base nos segmentos ND2 cyt b e regido controle
(1327 pb). Valores (%) bootstrap e replicagdes idem a figura 3. Raiz idem a Figura 7.

28



4.2. Relacbes intraespecificas nas filogenias

Todas as espécies com mais de um individuo amostrado, exceto S. speluncae
apresentaram-se monofiléticas para todas as arvores filogenéticas estimadas (Figs. 2-10). Os
resultados das analises das trés espécies com maior representatividade amostral sdo descritos
a seguir:

Scytalopus sp. nov. 1: O individuo proveniente de Lavras, MG (47), encontra-se em
posi¢do mais basal em praticamente todas as filogenias descritas. Os haplotipos ndo se
apresentaram diferenciados geograficamente e em geral mostraram-se pouco divergentes entre
si, sugerindo expansdo populacional recente, partindo de uma populagdo de tamanho efetivo
baixo.

Scytalopus. sp. nov. 2: Os haplétipos de S. sp. nov. 2 em ND2 e cyt b apresentaram-se
estruturados em trés populacdes geograficamente distintas (noroeste, nordeste e sul) na maior
parte das filogenias, com bom valor de confianga em algumas delas, em especial nos dados
concatenados. A relagdo entre as trés populagdes ndo esta resolvida, pois conjuntos diferentes
de dados sugerem resolucdes diferentes.

Scytalopus speluncae: Os haploétipos dos individuos atualmente classificados como S.
speluncae apresentam-se subdivididos em trés clados, como ja mencionado anteriormente.
No clado sul, o(s) individuo(s) do norte do Parana (25 e 26) muitas vezes apresentam-se
separados dos mais ao sul e em posicdo basal (p.ex. Figs. 4, 7,8 e 10). No clado norte, o
individuo da Serra do Capar6 (Divino, MG), haplétipo 61, apresentou-se bem divergente dos

demais em todas as analises em que foi utilizado com alto suporte (exceto para RC, Fig. 7).

4.3. Divergéncia e diversidade nucleotidica

A distancia nucleotidica entre as espécies e principais clados para os segmentos do

gene ND2, cyt b e regido controle é mostrada nas tabelas 3, 4 ¢ 5, respectivamente.
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Tabela 3. Distancia genética (K2P, abaixo) e o erro padrdo (acima, obtido com 500
replicagdes de bootstrap) para o segmento ND2 entre as espécies de Scytalopus (em
percentagem).

Taxon 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. S.sp.nov. 2 - 1,8 1,8 1,8 1,0 1,1 1,9 22 23
2. S. iraiensis 11,6 2,1 1,8 1,8 1,8 2,0 2,3 22

3. S. speluncae norte 128 144 1,4 1,8 1,7 1,8 2,1 2,0

4. S. speluncae sul 118 11,0 90 _ 17 1,7 1,7 19 20
5. S. novacapitalis 45 116 128 11,5 _ 0,9 1,9 2,3 2,4
6. S. sp. nov. 1 54 120 118 112 36 _ 20 21 21
7. Boa Nova, BA 11,8 132 11,1 104 121 126 _ 25 24
8. S. indigoticus 17,3 178 159 132 177 159 182 _ 15

9. S. psychopompus 185 169 149 154 185 172 172 84

Tabela 4. Distancia genética (K2P, abaixo) e o erro padrdo (acima, obtido com 500
replicagdes de bootstrap) para o segmento o cyt b entre as espécies de Scytalopus (em
percentagem).

Taxon 1 2 3 4 5
1.S.sp. nov. 2 _ 1,7 1,5 1,2 1,0
2. S. speluncae sul 111 - 1.1 1,6 1,5
3. S. speluncae norte 9,1 6,1 - 1,5 1,4
4. S. novacapitalis 6,0 9,9 9,1 - 0,9
5. S.sp.nov 1 4,3 8,9 7,9 3,4 -
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Tabela 5. Distancia genética (K2P, abaixo) e o erro padréo (acima, obtido com 500 replicagdes
de bootstrap) para o segmento da RC entre as espécies de Scytalopus (em percentagem).

Taxon 1 2 3 4 5 6
1. S. Sp. nov. 2 - 1,0 1,0 0.8 0,8 1,1
2. S. speluncae sul 4.2 - 0,5 0,9 1,0 1,0
3. S. speluncae norte 3,9 1,2 - 0,9 0,9 0,9
4. S. novacapitalis 2,7 3,5 3,3 o 0,5 1,0
5. S. Sp.nov 1 3,1 4,1 3,8 1,6 _ 1,0
6. S. iraiensis 47 4.4 3,7 41 3,9

De um modo geral, as espécies e os principais clados mostram-se bem divergentes
entre si (ND2, tabela 3), estando seus valores muito acima da média (1,8%) encontrada entre
espécies irmas em aves (Johnson e Cicero, 2004). Note-se que a menor divergéncia do
individuo de Boa Nova, BA (com S. speluncae sul e S. speluncae norte) ficou acima dos 10%,
corroborando a posicao isolada deste haplotipo nas filogenias. Também ¢é importante salientar
que a menor divergéncia de S. psychopompus € com S. indigoticus em 8,4% e que a linhagem
S. speluncae sul apresenta uma divergéncia de 9% da do norte. As duas espécies novas ¢ S.
novacapitalis s3o0 as espécies que possuem menores distancias entre si, mas todas estas acima
de 3%.0s valores relativos com os outros marcadores sdo concordantes.

A tabela 6 apresenta as estatisticas basicas de diversidade intraespecifica das unidades
evolutivas com amostragem suficiente. As duas espécies novas amostradas apresentam alta
diversidade haplotipica e baixa diversidade nucleotidica, semelhante entre os diferentes
marcadores. S. speluncae como um todo apresentou alta diversidade nucleotidica nas
estimativas para ND2 e cyt b, porém, interessantemente mais baixa em alguns casos para a
regido controle. A diversidade nucleotidica maior em S. speluncae se deve ao fato desta
espécie ser composta por dois clados bastante divergentes (norte e sul). Quando analisamos
apenas o clado S. speluncae sul, o qual apresenta um tamanho amostral maior, a diversidade

assume valores semelhantes as outras duas espécies, apesar do clado norte ainda apresentar
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um valor alto. Na tabela 6 também sdo apresentadas as estatisticas para as populagdes dentro
de cada espécie com amostragem suficiente: populagdes nordeste e sul de S. sp. nov. 2,
populacdo da Serra do Caraca de S. sp. nov. 1 e clados (ou espécies, ver Discussao) norte e sul
de S. speluncae. A diversidade nucleotidica () encontrada varia bastante entre as diferentes
unidades evolutivas. As diversidades nucleotidicas mais altas (para ND2) sdo para o clado
norte de S. speluncae e a populacdo da Serra do Caraca de S. sp. nov. 1.

A tabela 6 também apresenta as estatisticas D de Tajima e Fs de Fu, que apresentam
uma grande variagdo nos valores, de positivos para significantemente negativos.
Considerando principalmente os resultados com ND2, por possuirem mais dados, podemos
observar que os unicos valores significativos foram para o D de Tajima negativo de S. sp. nov.
1, o que sugere uma expansdo populacional precedida de algum grau de bottleneck. Valores
negativos proximos da significancia foram também obtidos para a popula¢do nordeste de S.
sp. nov. 2 enquanto a populacdo sul desta espécie, ao contrario, apresentou um valor positivo
alto (mas ndo significante).

A tabela 7 demonstra a diversidade genética entre amostras de diferentes localidades
(algumas vezes representadas por apenas um espécime) de S. novacapitalis, S. sp. novl e S.
sp. nov 2. O individuo de Lavras ¢ o mais divergente da espécie de S. sp. nov. 1. As
populacdes de S. sp. nov. 2 apresentam uma divergéncia média ao redor de 1%.

Os dados obtidos através de analises de diferenciacdo (Fst) com ND2 e Cyt b (Tabela
8) indicam que entre as populacdes nordeste e sul de S. sp. nov. 2 praticamente ndo ocorre
fluxo génico (Nm << 1), sendo, portanto, populacdes efetivamente isoladas. A diferenga
média entre estas duas populagdes ¢ de 0,8% (Tabela 7, ND2). As estimativas para S.
speluncae confirmam o que ja foi visto na filogenia, indicando que os clados norte e sul sdo
muito estruturados (Fsr = 0,87 e Nm < 0,1) e com alta divergéncia genética (p.ex. 9% para
ND2, Tab. 3).
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Tabela 6. Estatisticas basicas de diversidade intraespecifica.

NS NH Hd (D.P.) ™ (D.P.) (%) D (Tajima) Fs (Fu)
ND2
S. sp. nov. 2 21 8 0,824 (0,054) 0,55 (0,07) -0,033 -1,003
sul 9 2 0,556 (0,090) 0,11 (0,02) 1,401 1,015
nordeste 10 4 0,533 (0,180) 0,12 (0,05) -1,562 -1,96
S. sp. nov. 1 1 7 0,818 (0,119) 0,37 (0,12) -1,989* - 3,187
Serra do Caraga 5 5 1(0,126) 0,64 (0,22) -1,174 -2,116
S. speluncae 13 10 0,923 (0,069) 4,20 (0,97) 0,817 0,995
S. speluncae norte 4 4 1,00 (0,177) 1,80 (0,84) -0,851 0,210
S. speluncae sul 9 6 0,833 (0,127) 0,31 (0,08) -0,654 -2,872
Cytb
S. sp. nov. 2 12 6 0,803 (0,096) 0,65 (0,18) -0,262 -0,479
sul 3 0,700 (0,218) 0,23 (0,08) 0,243 -0,475
nordeste 1 0 0 - -
S. sp. nov. 1 12 7 0,864 (0,079) 0,42 (0,10) -1,229 -2,837
Serra do Caraca 5 3 0,800 (0,164) 0,22 (0,06) 0,243 -0,475
S. speluncae 1 5 0,618 (0,164) 2,20 (0,94) -0,399 4,083
S. speluncae sul 9 3 0,417 (0,191) 0,20 (0,10) -1,609 0,134
RC
S. sp. nov. 2 14 4 0,626 (0,110) 0,48 (0,09) -0,562 1,004
S. sp. nov 1 10 7 0,867 (0,107) 0,67 (0,21) -1,458 -2,435
S. speluncae 10 5 0,756 (0,130) 0,61 (0,16) -0,686 -0,209
S. speluncae sul 8 3 0,607 (0,164) 0,35 (0,12) -0,524 0,775

NS = Numero de seqiiéncias; NH = Numero de hapldtipos; Hd = Diversidade haplotipica; © = Diversidade

nucleotidica.

*P<0,05

Tabela 7. Distancias genéticas (em percentagem) entre as diferentes localidades do clado S. sp.
nov. 1, S. sp. nov 2 e S. novacapitalis (ND2 em baixo e cyt b acima).

Grupos geograficos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 S. sp. nov. 2 noroeste 16 1,5 6,1 4.3 3,9 4.2 4,0 4.0
2 S. sp. nov. 2 nordeste 1,0 04 60 47 43 45 44 44
3 S. sp. nov. 2 sul 1,3 08 _ 59 46 42 45 44 44
4 S. novacapitalis 53 5,0 49 37 3,3 3,5 3,4 3,4
5S. sp. nov. 1 Lavras 60 54 58 34 06 08 0,7 05
6 S.sp.nov.1Serrado Caraga 6,2 5,7 6,0 3,7 07 04 02 04
7 S. sp. nov. 1 Serra do Cip6 60 54 58 34 04 03 04 0,6
8 S. sp. nov. 1 Diamantina 6,1 556 59 35 05 04 01 05
9 S. sp. nov. 1 Bocaina de Minas 6,0 5,4 5,8 3,4 0,4 0,3 0,0 0,1 .
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Tabela 8. Diferenciacao intra-especifica de algumas espécies estudadas.

Distancia ND2 Cytb
Média
Populagéo 1 Populagao 2 (Km) Fst NS NH Nm | Fst NS NH Nm
m
S. sp. nov. 2 nordeste S. sp. nov. 2 sul 300 0,841 19 6 0,09]0,72 10 4 0,19
S. speluncae norte S. speluncae sul 900 0,87 19 13 0,07]0,97 9 4 0,01

NS = Numero de seqiiéncias; NH = Numero de haplétipos; Nm = niimero de migrantes entre populacdes.

4.4. Networks

Clado S. sp. nov. 1, S. sp. nov 2 e S. novacapitalis

As redes de haplétipos do clado formado por S. sp. nov. 1, S. novacapitalis € S. sp. 2
baseados nos dados de ND2 (Fig. 11.a), cyt b (Fig. 11.b) e regido controle (Fig. 11.c)
apresentam o haplotipo de S. novacapitalis como intermediario entre os haplétipos das outras
duas espécies, estando mais proximo de S. sp. nov. 1.
Os haplotipos de S. sp. nov. 1 s@o pouco divergentes e, de modo geral, ndo estdo
geograficamente estruturados. No caso do ND2 (Fig. 11.a), existe um haplétipo central mais
freqiiente que estd presente em todas as regides amostradas, exceto Lavras, e do qual se
originam os outros, um padrdo conhecido como “star tree”, e que ¢ uma assinatura de uma
expansdo demografica forte precedida de diminuigcdo populacional. Um padrdo semelhante
pode ser visto no network do cyt b (Fig. 11.b). A rede de hapldtipos originada dos dados da
RC (Fig. 11.c) apresenta uma estrutura semelhante as das outras duas, porém, o haplotipo de
Lavras, neste caso, ¢ ainda mais divergente. O haplotipo de Lavras é o mais proximo do
haplotipo de S. novacapitalis.
Os haplotipos de S. sp. nov. 2 também apresentam baixa divergéncia entre si, porém, sao
claramente estruturados geograficamente em trés regides (sul, noroeste e nordeste) nos dados
de ND2 (Fig. 12a), cyt b (Fig. 12b) mas nao na rede de haplétipos da regido controle (Fig.
12¢). As relagdes entre estes trés grupos de haplotipos sugeridas pelos networks de ND2 e cyt
b sao diferentes. O network do segmento ND2 sugere um sinal de expansdo populacional

para a populacdo nordeste, corroborado pelas estatisticas da tabela 6.
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Scytalopus speluncae

De uma maneira geral, as networks dos haplotipos da espécie descrita como S.
speluncae (Fig. 12), demonstram que a mesma esta dividida em dois clados geograficamente
estruturados e bastante divergentes (ndo consideramos nestas analises o individuo altamente
divergente de Boa Nova, BA). Um dos clados (aqui chamado de S. speluncae norte) retine os
espécimes que ocorrem acima do norte do estado de Sdo Paulo e o outro (chamado de S.
speluncae sul) reine aqueles que ocorrem do estado do Parana até o Rio Grande do Sul
(Fig.1). Os haplotipos do clado sul tém baixa divergéncia entre si, com pouca estruturacao
geografica, apesar dos dois haplotipos do norte do Parana (25 e 26) diferirem daqueles mais
ao sul. O clado S. speluncae norte também apresenta baixa divergéncia (apesar da baixa
amostragem), porém, para o ND2 um haplétipo da Serra do Caparad (Divino, MG) esta bem
isolado da populag@o da Serra da Mantiqueira, por 15 passos mutacionais. Como ja referido, o
haplotipo 62 de Boa Nova (BA) ¢ extremamente divergente dos outros haplotipos de S.

speluncae (Fig. 3 e Tabela 3), tanto sul quanto norte.

35



S. novacapitalis b

S. novacapitalis

@ Populacéo sul
O Populagéo nordeste
© Populagéo noroeste

S. sp. nov. 1

@ Populagéo sul
O Populagao nordeste
@ Lavras © Populacéo noroeste
@ Bocaina de Minas

@ Serra da Caraga e Serra da Piedade

O Serra do Cipd

@ Diamantina

@ Lavras
—' i @ Bocaina de Minas
¢ S novacapitalis O Serra da Caraga e Serra da Piedade
O Serra do Cipo

@ Diamantina
@ Populagéo sul

O Populagéo nordeste

@ Lavras
@ Bocaina de Minas

© Serra da Caraca e Serra da Piedade
O Serra do Cipd

@ Diamantina

Figura 11. Rede de haplotipos das espécies de S. novacapitalis, S. sp. nov. 1 e S. sp. nov. 2, baseados nos dados de ND2 (a), cyt b (b) e regido controle (c). Os
pontos pretos correspondem a haplotipos hipotéticos; o didmetro dos circulos € proporcional ao nimero de individuos com o respectivo haplétipo.
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Q (S speluncae )

@ Haplétipo de Divino, MG
O S. speluncae norte
@ S. speluncae Parana
@ S. speluncae sul

(S speluncae )

O S. speluncae norte
@ S. speluncae Parana
@ S. speluncae sul

(S speluncae )

O S. speluncae norte
@ S. speluncae Parana
@ S. speluncae sul

Figura 12. Rede de haplotipos de S. speluncae, baseados nos dados de ND2 (a), cyt b (b) e regido controle (c). Os pontos pretos correspondem a hapldtipos
hipotéticos; o diametro dos circulos é proporcional ao niimero de individuos com o respectivo haplotipo.
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4.5. Mismatch distributions

Os graficos da distribuicao das diferengas pareadas (mismatch distribution) para S. sp.
nov. 1 (Fig. 13, a-c) mostram-se basicamente unimodais nos segmentos de ND2 e cyt b, mas
mais irregulares para a RC. Graficos unimodais sdo assinaturas de populacdes com historia de
expansdo populacional partindo de um pequeno tamanho efetivo. Para S. sp. nov. 2, as
distribui¢cdes mostram-se com multiplos picos para os trés segmentos (Fig. 13, d-f), sugerindo
uma espécie com estrutura populacional ou com uma populacido grande e estavel. Ja para o
clado S. speluncae sul (Fig. 13, g-i) o grafico construido com base em ND2 mostra-se
unimodal mas com mais de uma moda nos demais segmentos, contudo, os resultados para esta
espécie devem ser tratados de forma cautelosa devido ao pequeno tamanho amostral (8-9

individuos).
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S. spnov. 1 ND2 (a), cyt b (b) e RC (c).

(d) (e) ®

S. spnov. 2 ND2 (d), cyt b (e) e RC (f).

(2) (h) (@)

05

S. speluncae sul ND2 (g), cyt b (h) e RC (i).

Figura 13. Mismatch distribution para os segmentos ND2, cyt b e RC.. Eixo x: numero de
diferengas; eixo y: freqiiéncia. ( Linha continua = distribui¢do esperada para uma populagio
em crescimento; Linha pontilhada = distribui¢do observada).
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5. DISCUSSAO
5.1. Relacées filogenéticas

Todas as filogenias moleculares obtidas neste trabalho corroboram a hipdtese de
Mauricio (no prelo) de que os Scytalopus brasileiros sdo compostos por dois grupos. O
primeiro grupo, formado por S. indigoticus e S. psychopompus, além dos caracteres
moleculares, compartilha a coloragdo branca nas partes ventrais, azul-acinzentado na partes
superiores e laterais (Mauricio, 2005, Del Hoyo, 2003) e canto similar (Bornschein et al.,
2005).

O segundo, representa o grupo S. speluncae (sensu Mauricio, 2005) ¢ baseado em
caracteres vocais (canto tipico com repeticdes longas e monotonas de uma nota simples) e de
plumagem, ¢ composto por S. speluncae, S. iraiensis, S. novacapitalis, S. sp. nov 1 ¢ S. sp.
nov. 2. As estimativas moleculares demonstram que estas espécies formam um grupo
monofilético com alto suporte. Dentro do grupo S. speluncae encontrou-se o subgrupo
reunindo S. novacapitalis, S. sp. nov. 1 e S. sp. nov 2, com alto suporte estatistico em todos os
métodos e genes. Este subgrupo apresenta um canto com aceleracdo final, considerado uma
sinapomorfia por Mauricio (2005).

Scytalopus iraiensis permanece com suas relagdes filogenéticas ndo resolvidas dentro
do grupo S. speluncae (sensu Mauricio, 2005), ndo permitindo, no presente momento, inferir
uma posi¢do filogenética mais clara. Contudo, observa-se um agrupamento mais freqiliente
desta espécie junto ao clado de S. novacapitalis ¢ das duas espécies novas, ao longo das
avaliagOes resultantes das diferentes metodologias e genes utilizadas. Um aumento no nimero
de nucleotideos estudados € necessario para inferir, com maior seguranca, as relacdes de
parentesco de S. iraiensis.

A relagdo filogenética entre S. novacapitalis ¢ as duas espécies novas também ndo
ficou totalmente resolvida, tendo S. novacapitalis se agrupado em todas as situagdes com S.
sp. nov. 1, porém, agrupou-se com S. sp. nov. 2 na arvore de ML. Portanto, se considerarmos
os resultados obtidos quanto a distdncia genética, o consenso entre a maioria das filogenias
construidas, bem como os caracteres de plumagem, S. novacapitalis é possivelmente o grupo
irmao de S. sp .nov. 1.

A espécie considerada atualmente como S. speluncae apresenta dois clados principais
bastante divergentes entre si e em relacdo as demais espécies do grupo S. speluncae, bem

como um terceiro clado ndo agrupado com estes dois (Boa Nova, BA). O agrupamento dos
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clados norte e sul em um grupo monofilético apresenta baixo suporte nas arvores baseadas no
ND2, nao podendo ser corroborado com estes dados. A existéncia destas trés entidades

taxondmicas distintas ¢ corroborada por outras evidéncias independentes (ver abaixo).

5.2 Unidades taxonomicas (delimitacio das espécies)

Apesar de se considerar que a defini¢do de espécie ndo pode ser proposta apenas com
base na propor¢do de diferengas genéticas, atualmente o conhecimento da estruturagdo
genética contribui enormemente para o entendimento da origem e dos limites das espécies
(Ball & Avise, 1992; Avise, 2000; Frankham et. al., 2004). No presente caso, um bom
exemplo ¢ Scytalopus speluncae, que compde um grupo geneticamente distinto mas que
parece ser formado por mais de uma espécie. O clado norte de S. speluncae é geneticamente
bem divergente do clado sul, sendo esta diferenca bem acima da média para a diferenciagdo
entre espécies irmas (Johnson & Cicero 2004). Esta divergéncia foi encontrada em todos os
genes e métodos testados (todos com alto suporte de bootstrap). Esta diferenciacdo entre
forma norte e forma sul é corroborada por caracteres morfologicos e bioacusticos (diferentes
medidas de asa, cauda e tarso e por algumas diferencas na nota do canto e grito de alarme;
Mauricio, 2005), o que fez com que este autor sugerisse que a forma sul se trata de outra
espécie.

O individuo de Boa Nova apresentou também um alto nivel de divergéncia (em média,
acima de 10%) dos outros S. speluncae, em um clado isolado (Fig. 2, 3 e 4), também
compativel com a separacdo taxondmica em nivel de espécie. Este individuo de Boa Nova
estd geograficamente isolado na Serra do Ouricana e embora ndo seja morfologicamente
muito diferente dos demais S. speluncae, parece ser mais uma nova espécie a ser descrita (G.
Mauricio e colaboradores, com. pessoal).

Além disso, o S. speluncae clado norte possui um individuo (niimero 61) bem
divergente (3,4%, erro padrdo=0,8%), amostrado apenas para ND2 (Figs. 2 e 12). Este
individuo, proveniente de uma serra isolada no municipio de Divino, no leste de Minas
Gerais, esta separado por uma distdncia de aproximadamente 380 km da amostra mais
proxima (Pico dos Marins; ver Tab. 1) do seu respectivo clado.

Scytalopus psychopompus é uma espécie que tem tido sua validade questionada por
alguns autores, tais como Gonzaga et al. (1995) e Krabbe & Schulemberg (1997). Os
resultados moleculares do segmento de ND2, tais como a distdncia genética e as filogenias

sugerem uma grande diferenciacdo desta com a sua espécie irma, S. indigoticus. Estes
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resultados corroboram dados bioactsticos e morfologicos (Bornschein, et. al., 2005), segundo
os quais S. psychopompus difere de S. indigoticus na coloragdo da plumagem (auséncia de
barramento nos flancos e coloragdo cinza-azulada das penas da tibia), no tamanho e em certos
parametros vocais. Portanto, todos as evidéncias apontam para que S. psychopompus seja
considerada uma espécie valida.

Os resultados baseados em analises genéticas populacionais (Figs 11 e 12) forneceram
subsidios para distinguir melhor S. rovacapitalis de S. sp. nov. 1. Estas espécies estdo tdo
proximamente relacionadas quanto a sua morfologia e canto, principalmente por
compartilharem semelhante tamanho e coloragdo mais clara nas partes inferiores.que,
inclusive, S. sp. nov. 1 havia sido atribuida anteriormente a S. Novacapitalis.

Do mesmo modo, apesar do status especifico de S. sp. nov. 2 estar bem suportado por
diversas caracteristicas morfoldgicas e bioacusticas (Mauricio, 2005), os resultados aqui

apresentados corroboram ainda mais a validade desta nova espécie.

5.3 Diversidade instraespecifica

Scytalopus sp. nov. 1.

Os resultados, tais como as networks construidas para as trés regides do mtDNA,
sugerem que a diversidade genética desta espécie ndo esta estruturada geograficamente. Além
disto, o teste Fs de Fu, com resultados significativamente negativos (para ND2) bem como a
distribuicdo unimodal do grafico de mismatch distribution (Fig.13) sugerem, para esta
espécie, uma historia de expansdo populacional relativamente recente precedida de bottleneck.

Porém, um haplétipo obtido de um individuo de Lavras (MG) apresenta-se um pouco
diferenciado dos demais individuos da sua espécie nas networks, nas distancias genéticas (ver
tab. 7) e nas filogenias construidas. E importante notar que a populagdo de S. sp. nov. 1 de
Lavras estd mais isolada das demais com relacdo a proximidade de montanhas e em altitude
menor (822m) que a média das demais populagdes (ver Introducdo). Entretanto, esta
diferenciacdo ¢ pequena comparada aos valores encontrados entre diferentes espécies nestes

estudo e mesmo entre as populagdes geograficas de S. sp. nov. 2 (Tab. 7).

Scytalopus sp. nov. 2.

As trés populagdes de S. sp. nov. 2 (sul, nordeste e noroeste) apresentaram-se
relativamente bem divergentes e estdo de modo geral estruturadas conforme as suas

respectivas distribuicdes geograficas. Isto pode ser visualizado através das networks e nas
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arvores filogenéticas (p.ex.: Figs 3, 4 e 6), assim como do Fgr alto entre as populacdes de S.
sp. nov. 2 sul e nordeste (ndo calculado para a populagdo noroeste devido a sua pequena
amostragem). A divergéncia genética média de 1,1% entre as trés populagdes (Tab. 8) estd
abaixo da média de 1,8% para espécies irmds (Johnson & Cicero, 2004). As diferengas
moleculares encontradas entre as trés populagdes de S. sp. nov. 2 corroboram aquelas

morfologicas e bioactsticas encontradas por Mauricio (2005).

5.4 Morfologia e ecologia

Considerando-se que a evolucdo de um fenotipo (espécies) depende da adaptacdo as
mudangas do meio ambiente em que ele vive (Pianka, 1994; Mallet, 1996), através da analise
de uma hipotese filogenética bem construida ¢ possivel demonstrar o relacionamento de
varios caracteres ecoldgicos e comportamentais de um taxon.

Nos Scytalopus spp. estudados, as espécies que apresentam simpatria, (S.
speluncae—S.sp.nov. 2), (S. speluncae-S. iraiensis), (S. speluncae-S. sp. nov.l) e (S.
speluncae=S. indigoticus), apresentam-se ecologicamente (em relagdo a habitat ou/e altitude)
mais divergentes (Bornschein, 1998; Vielliard, 1990; Mauricio, 2005) e geneticamente mais
diferenciadas do que as que estdo em alopatria (S. novacapitalis, S. sp. nov. 1 e S. sp. nov. 2).
Este padrao ¢ semelhante ao encontrado em outros grupos andinos (Garcia Moreno et al.,
2001) e andino patagdnicos (Cheviron et al., 2005) de Passeriformes; porém, ndo concordante
com o modelo de divergéncia ecoldgica apresentado para Scytalopus andinos por Arctander &
Fjeldsa (1994). Contudo, em nivel de divergéncia genética o padrdo de Scytalopus andinos
estudados mostrou-se semelhante as espécies brasileiras.

Conforme ja mencionado anteriormente, apesar da diferenciacdo genética elevada
entre a maioria das espécies, todas as espécies de Scytalopus sdo relativamente semelhantes
em morfologia e até mesmo na vocalizacdo. Esta semelhanca retardou, de certa forma, o
reconhecimento de novas espécies. Este aspecto € particularmente ilustrado por Sick (1997),
ao referir-se a S. novacapitalis: “foi uma surpresa encontrar posteriormente S. novacapitalis
sobre as serras mineiras da mesma altitude como o Distrito Federal”.

Por esta razdo, cabe aqui mencionar que, até algumas décadas atras, s6 havia duas
espécies descritas do género no Brasil: S. speluncae e S. indigoticus. Estas correspondem hoje
aos dois grandes grupos mais diferenciados: (1) grupo speluncae sensu Mauricio (2005) —
com cinco espécies até o momento e (2) grupo S. indigosticus/S. psychopompus — com as

duas espécies nominais, até o presente. Dentro destes grupos existem diferentes graus de
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variagdo fenotipica. Contudo, esta divergéncia entre as espécies ndo € tdo grande em
comparacgdo com as diferencas encontradas entre espécies andinas proximamente relacionadas
(Arctander e Fjeldsd , 1994, Del Hoyo, 2003), sugerindo uma pressao seletiva menor sobre a
morfologia, e/ou até mesmo sobre a vocalizacdo. Esse padrdo ¢ claramente observado na
espécie considerada hoje como S. speluncae. A forma sul, a forma norte e o individuo de Boa
Nova, possuem alta divergéncia genética (em nivel de espécie); embora estejam
geograficamente isoladas, habitam ambientes similares. Apesar de existirem algumas
diferencas fenotipicas entre elas, estas populagdes possuem fenotipos muito semelhantes.

Em outras espécies, contudo, existem maiores divergéncias morfologicas e/ou
bioactsticas, provavelmente, por habitarem ambientes diferenciados. Um possivel exemplo
disto ¢ S. novacapitalis, que pode ter sofrido sele¢do mais intensa, principalmente na
vocalizagdo, devido ao fato de habitar florestas de galeria, um ambiente linear (onde o som se
propaga de forma reta através de longas distincias). Segundo Vielliard (1990), esta espécie
teria evoluido para um canto que percorre maiores distancias, e deste modo, tornou-se mais

lento e de maior intensidade.

5.5 Diferenciacao

Tanto as distancias geograficas como a proximidade entre montanhas mais altas sdo
bem menores entre as populacdes de S. sp. nov.1 do que em S. sp. nov. 2 e S. speluncae. Isto
pode explicar o padrdo diferente encontrado em S. sp. nov. 1, que, possivelmente, devida a
uma maior conectividade entre populagdes, isolaram-se mais recentemente, mostrando
haplotipos geograficamente difundidos, embora outros regionalmente diferenciados.
Interessantemente, o modelo encontrado para o género Scytalopus no presente estudo é
semelhante ao descrito por Smith ez. al. (2000) para Andropadus tephrolaemus e Nectarinia
oritis, ambas restritas as florestas de montanhas africanas. Eles sugerem que as suas
especiagdes foram alopatricas (possivelmente devido a mudangas paleoclimaticas) e atribuem
a menor diferenciagdo entre populacdes das montanhas do norte a maior conectividade entre
elas, possivelmente devido a corredores que permitiram a dispersdo e fluxo génico entre as
montanhas.

Arctander & Fjeldsd (1994) argumentaram que a especiagdo de Scytalopus foi
alopatrica a partir de populacdes pequenas e isoladas e que a atual distribui¢do das espécies
deve-se a eventos secundarios. O modelo de especiag@o por vicariancia poderia se aplicar as

espécies brasileiras devido a grande divergéncia genética com estruturagdo geografica
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encontrada entre elas, ao ndo compartilhamento de haplotipos, além dos aspectos eto-
ecoldgicos, tais como: sedentarismo, baixa capacidade de voo, territorialismo e, também, pelo
fato de habitarem montanhas sujeitas a isolamento. Assumindo-se que tenha ocorrido uma
especiacdo alopatrica, podemos supor cendrios que sugerem que a especiacao dos Scytalopus
brasileiros deveu-se a barreiras topograficas formadas durante a construcdo de montanhas ou
por efeito de bottleneck e posterior fragmentagdo de populacdes relacionadas com
instabilidades ecoclimaticas, ou ainda, devido a ambas. Esta mesma duvida foi encontrada por
Garcia Moreno et al. (1998) para tiranideos andinos.

A ocupagdo de novos ambientes pelos Scytalopus parece obedecer ao padriao de
deslocamento altitudinal encontrado no género (Arctander & Fjedsd, 1994; Krabbe &
Schulenberg, 1997; Whitney, 1994) e que pode ser observado em S. sp. nov. 1 e S. sp. nov. 2
que teriam se deslocado para altitudes maiores ou para o sul, possivelmente buscando
temperaturas mais baixas (Mauricio, 2005; Vasconcelos, com. pessoal). Isto pode ser um
indicativo de que influéncias climaticas poderiam ter modelado o padrao de distribuicdo,
isolamento e, conseqiientemente a especiacdo do género no Brasil. Encontra-se esta opinido
também na literatura (Arctander & Fjedsa,1994; Krabbe & Schulenberg, 1997; Sick, 1997;
Mauricio, 2005). Fjeldsa & Lovett (1997) sugerem que ndo ¢ necessaria uma barreira fisica
para especiacdo e que uma heterogeneidade espaco-temporal (como zona tampdo) poderia
manter espécies. Segundo estes autores, a estabilidade ambiental, mantida por caracteristicas
climaticas e/ou geoldgicas (principalmente topografia) influencia a persisténcia de espécies
antigas (areas museus), mas, por outro lado, a instabilidade do ecossistema afeta a distribuicao
das espécies, sendo esta conseqiiéncia de um turnover na comunidade (Fjeldsa & Lovett,
1997; Fjeldsa et al. 1997).

Por outro lado, eventos geoldgicos parecem ter tido um papel muito importante na
diferenciagdo da fauna em zonas tropicais (Moritz et al. 2000; Costa, 2003). Por exemplo,
eventos orogénicos podem estar diretamente envolvidos na divisdo de alguns ramos como S.
speluncae forma norte e S. speluncae forma sul. Mauricio (2005) sugere que eventos
ocorridos no Plioceno, durante a formacdo da falha geoldgica do rio Tieté (Almeida, 1976)
poderiam ser a causa desta divisdo. Coincidentemente a divergéncia entre as seqiiéncias destas
duas formas (Tabs. 3 e 4), utilizando a taxa de divergéncia de 2% por milhdo (Lovette, 2004),
¢ de ~4,5 milhdes de anos para ND2 e ~3,0 milhdes de anos para cyt b. Apesar destas
estimativas ndo serem precisas, os dados indicam que a divisdo dos ramos das espécies de
Scytalopus brasileiras ¢ antiga (anterior ao Pleistoceno). Até mesmo o grupo que

aparentemente apresenta uma radiagdo mais recente (ver arvores e networks) - S.
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novacapitalis, S. sp. nov 1 e S. sp. nov 2 - possuem uma divergéncia média de 4,5% (~2,25

milhdes de anos) para ND2 e cyt b.

5.6 Implicacées para conservacio das espécies de Scytalopus brasileiras

Como ja mencionado anteriormente, das cinco espécies de Scytalopus descritas no
Brasil, S. iraiensis e S. psychopompus sdo consideradas globalmente ameacadas de extingdo e
S. novacapitalis recebe o status de near threatened (BirdLife International, 2001). Além
disso, S. indigoticus € considerada em Perigo de Extin¢do no Rio Grande do Sul (Bencke et
al., 2003). Para um grupo de espécies inconspicuas ¢ de baixa variagdo morfologica como as
espécies de Scytalopus, os dados moleculares tornam-se uma importante ferramenta para
auxiliar a identificacdo de novas unidades evolutivas e taxondmicas bem como delimitar a
real diversidade entre as variadas unidades taxondmicas ja estabelecidas (Arctander &.
Fjeldsa, 1994).

Scytalopus speluncae, Unica espécie sem problema aparente de conservagdo, ¢
pobremente conhecida. Neste estudo, além de corroborar a validade das duas espécies que
estdo sendo descritas e que originalmente foram identificadas como S. speluncae,
demonstrou-se que esta espécie contém mais trés clados bastante divergentes (norte, sul e o
individuo de Boa Nova, BA), e que, possivelmente, podem ser novas espécies. Por exemplo, ¢
preocupante o fato do clado extremamente divergente representado pelo individuo de Boa
Nova (Serra de Ouricana, sul da Bahia) ocorrer em uma area extremamente negligenciada em
relacdo a conservacdo de aves no Brasil; mas de grande importancia, pois se compde de varios
grupos de espécies endémicas e ameagadas (Gonzaga et al., 1995).

A identificacdo como espécie valida ¢ essencial para as estratégias de conservagdo
bem como a delimitacdo, por meio dos dados genéticos e outros, da area de ocorréncia destas
espécies. O esclarecimento do status taxondmico especifico ¢ passo fundamental para a sua
conservagdo, pois a legislacdo vigente no Brasil (e.g. Portaria IBAMA, 1522 de 1989; Lei
4771, de 1965) assim como as estratégias e os parcos recursos econdmicos destinados a
conservagdo ainda estdo focados nas espécies (Primack & Efraim, 2001). Neste sentido, a
confirmacao do status taxondmico especifico de S. psychopompus e das duas novas espécies
obtidos com os presentes dados genéticos ¢ uma importante contribui¢do para preservacdo das
mesmas.

Contudo, o paradigma do foco da conservacao nas espécies esta sendo modificado, e a

importancia de se conservar populacdes geograficamente divergentes, geneticamente
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diferenciadas e com uma historia evolutiva em comum ¢ fundamental para preservar a
variabilidade génica como um todo (Mallet, 1997; Meffe & Carroll,1997; Avise, 1992, 2000;
Matioli, 2001; Frankham et al., 2004). Portanto, a identificacdo de estruturacdo geografica
definida em S. sp. 2 bem como de um possivel clado divergente de S. speluncae norte
amostrado em Divino, MG, reveste-se de importancia. Futuros programas que visem a
conservacdo de Scytalopus brasileiros e dos seus respectivos ecossistemas deverdo considerar

os diversos aspectos filogeograficos identificados neste trabalho.
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7. APENDICES

Apéndice 1. Lista dos espécimes analisados (classificados por espécie).

Espécie N° Localidade de coleta
S. indigoticus 63 Duas Barras, RJ

S. indigoticus 64 Boa Nova, BA

S. indigoticus 65 Boa Nova, BA

S. iraiensis 03 Banhado do Magarico, RS
S. iraiensis 10 Banhado do Magarico, Rio Grande, RS
S. novacapitalis 45 Brasilia, DF

S. psychopompus 67 Una, BA

S. sp. nov 2. 44 Bom Jardim da Serra, SC
S. sp. nov. 1 47 Lavras, MG

S. sp. nov. 1 48 Serra do Caraga, MG

S. sp. nov. 1 50 Serra do Caraga, MG

S. sp. nov. 1 51 Serra do Caraca, MG

S. sp. nov. 1 52 Serra do Caraca, MG

S. sp. nov. 1 54 Serra do Cipo, MG

S. sp. nov. 1 55 Diamantina, MG

S. sp. nov. 1 57 Diamantina, MG

S. sp. nov. 1 58 S. da Piedade, Caeté, MG
S. sp. nov. 1 59 Bocaina de Minas, MG

S. sp. nov. 1 60 Bocaina de Minas, MG

S. sp. nov. 2 01 Nonoai, RS

S. sp. nov. 2 05 Bom Jardim da Serra, SC
S. sp. nov. 2 07 Derrubadas, RS

S. sp. nov. 2 11 Morro Redondo, RS

S. sp. nov. 2 13 Cangugu, RS

S. sp. nov. 2 15 Cangugu, RS

S. sp. nov. 2 20 Morro Redondo, RS

S. sp. nov. 2 21 Pelotas, RS

S. sp. nov. 2 23 Capéo do Ledo, RS

S. sp. nov. 2 28 Bom Jardim da Serra, SC
S. sp. nov. 2 29 Bom Jardim da Serra, SC
S. sp. nov. 2 35 Cambara do Sul, RS

S. sp. nov. 2 37 Capao do Ledo, RS

S. sp. nov. 2 39 S. José dos Ausentes, RS
S. sp. nov. 2 40 S. José dos Ausentes, RS
S. sp. nov. 2 41 Cambara do Sul, RS
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Espécie N° Localidade de coleta

S. sp. nov. 2 42 S. José dos Ausentes, RS

S. sp. nov. 2 43 S. José dos Ausentes, RS
S.sp.nov.2* 27 Capéo do Ledo, RS

S. sp. nov.2 22 Capao do Ledo, RS

S. speluncae 02 Sao Francisco de Paula, RS
S. speluncae 04 Pico dos Marins, Piquete, SP
S. speluncae 06 General Carneiro, PR

S. speluncae 09 Maquiné, RS

S. speluncae 12 Maquiné, RS

S. speluncae 17 Sao Francisco de Paula, RS
S. speluncae 18 Sao Francisco de Paula, RS
S. speluncae 19 Sao Francisco de Paula, RS
S. speluncae 25 Campina Grande do Sul, PR
S. speluncae 26 Campina Grande do sul, PR
S. speluncae 31 Sao Francisco de Paula, RS
S. speluncae 32 Delfim Moreira, MG

S. speluncae 33 Delfim Moreira, MG

S. speluncae 34 Sao Francisco de Paula, RS
S. speluncae 61 S. Caparag, Divino, MG

S. speluncae 62 Serra da Ouricana, Boa Nova, BA
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Apéndice 2. Esquerda para direita: Scytalopus novacapitalis; Scytalopus sp. nov 2; S. iraiensis
e Scytalopus speluncae. Foto Mércio Repenning.

Apéndice 3. Scytalopus psychopompus (dois da esquerda) e S. indigoticus (dois da
direita). Foto Marcos R. Bornschein.
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