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RESUMO

Geoplanidae compreende mais de 900 espécies e esta dividida em quatro subfamilias:
Bipaliinae Stimpson, 1857 (cosmopolita), Geoplaninae Stimpson, 1857 (neotropical),
Microplaninae Pantin, 1853 (cosmopolita) e Rhynchodeminae Graff, 1896
(cosmopolita). Grande parte dos estudos taxondmicos de planarias terrestres do
continente sul americano trata de espécies ao Leste dos Andes, especialmente das
regioes sul e sudeste do Brasil, e da Argentina. A diversidade de planarias de paises ao
Oeste dos Andes, como o Chile, ainda é pouco conhecida. As 28 espécies conhecidas
do Chile pertencem a Rhynchodeminae (1), Timyminae (2) e a Geoplaninae (25). As 14
espécies dos géneros Geoplana, Pasipha e Pseudogeoplana tém posicao taxondmica
incerta. As demais espécies pertencem aos géneros Gusana (2); Liana (1), Pichidamas
Bulnes (1), Inakayalia (3) e Polycladus (1), todos endémicos, exceto Inakayalia, que
também ocorre nos Andes argentinos. Nesta tese, é conduzido o estudo morfolégico e
molecular de 20 espécimes recentemente coletados, que resultou na descrigao de 15
novas espécies, e na redescricdo de outra. Para esta abordagem integrativa, laminas
histologicas foram examinadas ao microscopio, e foram sequenciados os genes
mitocondrial COIl e nuclear rDNA 28S. Filogenias foram otimizadas usando maxima
verossimilhanca e inferéncia bayesiana. Ainda, as espécies de Gusana estudadas foram
delimitadas com um método baseado nas distancias genéticas. O Capitulo 1 da tese, ja
publicado, é um estudo sobre Timyma, antes considerado como um relicto sul-
americano de um taxon Gondwanico. Os resultados mostram que Timyma é grupo
irmao de Geoplaninae e ¢é filogeneticamente distante de Bipaliinae. Este
relacionamento contradiz a hipdtese de Timyma como taxon Gondwanico e indica que
a cabeca em forma de leque evoluiu independentemente em Timyma e em Bipaliinae.
Consequentemente, Timyma é rediagnosticado e uma nova subfamilia é proposta para
o género. O Capitulo 2 trata da descricdo de quatro novas espécies de Gusana e o
género é rediagosticado. No Capitulo 3, sdo descritas 10 novas espécies e é testado
seu posicionamento filogenético na familia Geoplanidae. As filogenias apontam que as
espécies chilenas mais os representantes de Geoplaninae, formam um grupo
monofilético. Por sua vez, este grupo estd dividido em 9 clados principais com 1-4

géneros, 6 dos quais sdo géneros novos aqui propostos. Um dos clados principais



abriga todas as espécies de Geoplaninae ocorrentes ao Leste dos Andes mais uma
espécie do Chile. Os outros 8 clados principais sdo exclusivos do Chile, excetuando
Inakayalia, que ocorre também nos Andes argentinos. Um clado principal acomoda
Timyminae, que é recuperado como irmdo de um dos oito clados principais, e ndo
como irmdo de Geoplaninae. Cada um destes nove clados e cada um dos novos
géneros pode ser diagnosticado por sinapomorfias morfolégicas putativas. Em vista da
divergéncia entre as arvores filogenéticas e a classificacdo atual, uma nova
classificacdo de Geoplaninae é proposta, Geoplaninae é rediagnosticada, Geoplaninae
e Timyminae sdo rebaixadas a tribo e sete novas tribos sdo propostas. Este estudo
expande consideravelmente o conhecimento da diversidade taxondmica e morfolégica
das planarias terrestres neotropicais e ilustra a importancia da taxonomia integrativa

para a classificacdo dos organismos.

Palavras-chave: Platelmintos terrestres. Taxonomia integrativa. Morfologia. Histologia.

Sistematica filogenética.

ABSTRACT

Geoplanidae comprises approximately 900 species and is divided into four subfamilies:
Bipaliinae Stimpson, 1857 (cosmopolitan), Geoplaninae Stimpson, 1857 (neotropical),
Microplaninae Pantin, 1853 (cosmopolitan), and Rhynchodeminae Graff, 1896
(cosmopolitan). A substantial part of the taxonomic studies of land planarians from
South American dealt with species from the East of the Andes, especially from the
southern and southeastern regions of Brazil, and from Argentina. The diversity of
Geoplanidae from West of the Andes, such as Chile, is still little known. The 28 known
species described from Chile belong to Rhynchodeminae (1), Timyminae (2) and
Geoplaninae (25). Within Geoplaninae, the 14 species of the genera Geoplana, Pasipha
and Pseudogeoplana have uncertain taxonomic position. The other species are housed
in the genera Gusana (2); Liana (1), Pichidamas (1), Inakayalia (3) and Polycladus (1),
all endemic, except Inakayalia, which occurs in the Argentinean Andes. In this thesis,

the morphological and molecular studies of 20 recently collected specimens resulted in



the description of 15 new species, and the redescription of 1 species. For this
integrative approach, histological slides were examined under the microscope and the
mitochondrial COl and nuclear rDNA 28S genes were sequenced. Phylogenies were
inferred using maximum likelihood and Bayesian inference as optimality criteria.
Furthermore, the Gusana species studied here were delimited with a genetic distances
method. Chapter 1 of the thesis, already published, is a study on Timyma, taxon
considered as a South American relict of the Gondwana. The results show that Timyma
is the sistergroup of Geoplaninae and is phylogenetically distant from Bipaliinae. This
relationship contradicts the hypothesis of Timyma as a Gondwanic taxon and indicates
that the semilunate headplate evolved independently in Timyma and Bipaliinae.
Consequently, Timyma is re-diagnosed and a new subfamily is proposed for the genus.
Chapter 2 deals with the description of four new species of Gusana and a re-diagnosis
of the genus. In Chapter 3, 10 new species are described and their phylogenetic
position in the Geoplanidae family is tested. The phylogenies indicate that these
species plus the representatives of Geoplaninae, form a monophyletic group. In turn,
this group is divided into 9 main clades with 1-4 genera each, 6 of which are new
genera proposed here. One of the main clades houses all species of Geoplaninae
occurring East of the Andes plus one species from Chile. The other 8 main clades are
exclusive to Chile, except for Inakayalia. One main clade accommodates Timyminae,
which is sister to one of the other eight main clades. Each of these clades and each of
the new genera can be diagnosed by putative morphological synapomorphies. In view
of the divergence between the phylogenetic trees and the current classification, a new
classification of Geoplaninae is proposed and Geoplaninae is re-diagnosed.
Furthermore, Geoplaninae and Timyminae are down-ranked to tribe and seven new
tribes are proposed. This study considerably expands the knowledge of the taxonomic
and morphological diversity of neotropical Geoplanidae and illustrates the integrative

taxonomy importance for the classification of living organisms.

Keywords: Land flatworms. Integrative taxonomy. Morphology. Histology. phylogenetic

systematics.



INTRODUCAO GERAL

a) Planarias terrestres: classificagao e riqueza.

As plandrias terrestres (Geoplanidae, Platyhelminthes) sdo vermes de vida livre
denominados tricladidos por apresentarem intestino organizado em trés ramos
principais. Estes animais possuem forma do corpo variando entre achatado dorso-
ventralmente e subcilindrico, e comprimento que varia de poucos milimetros até,
excepcionalmente, um metro (especialmente em espécies asiaticas). Esses animais sdo
sensiveis a luz e perdem os liquidos corpéreos com muita facilidade. Uma solucado
adaptativa que contorna essas limitagdes é o habito noturno de vida; durante o dia, se
abrigam embaixo de troncos caidos na floresta e embaixo de rochas (Carbayo, 2005).
Sao hermafroditas, de reproducdo sexuada, e predadores de pequenos invertebrados,

tais como: minhocas, opilides, lesmas, nemertinos, etc. (Cseh et al., 2017).

As planarias terrestres sao animais de baixa vagilidade e rios, montanhas, areas
desmatadas, entre outros, s3o barreiras geogréaficas para sua dispersdo (Alvarez-Presas
et al. 2011). Tais caracteristicas tornam as planarias terrestres modelos potenciais para

o estudo de Biogeografia (Sunnucks et al. 2006; Alvarez-Presas et al. 2011).

Esses organismos sdao Platelmintos da ordem Tricladida Lang, 1881. Tricladida é
dividida em trés subordens: Maricola Hallez, 1892, Cavernicola Sluys, 1990 e
Continenticola Carranza et al., 1998, sendo esta Ultima composta por planarias de dgua
doce e planarias terrestres. Dentro de Continenticola ha duas superfamilias,
Planairoidea e Geoplanoidea, esta Ultima abarca algumas espécies de planarias de
agua doce e todas as espécies de planarias terrestres. E, finalmente, a familia

Geoplanidae Stimpson, 1857 é exclusiva de planarias terrestres.

Existem formalmente cinco subfamilias em Geoplanidae: Bipaliinae Stimpson,
1857, Geoplaninae Stimpson, 1857, Microplaninae Pantin, 1853, Rhynchodeminae
Graff, 1896 e Timyminae Almeida & Carbayo, 2021 (in Almeida et al., 2021), entre as
quais se distribuem cerca de 900 espécies (Carbayo, et. al., 2013). As subfamilias

Bipaliinae, Microplaninae e Rhynchodeminae possuem distribuicdo cosmopolita,



enquanto que a subfamilia Geoplaninae é exclusiva da regido Neotropical, com
representantes nas regides a leste e a oeste da Cordilheira dos Andes (Carbayo, et al,,

2013; Grau & Carbayo, 2010, Froehlich, 1957; Winsor et al. 1998).

A subfamilia Geoplaninae, com 346 espécies nominais
(http://planarias.each.usp.br; acesso em 19 junho 2021), foi principalmente estudada
por Schirch (1929), Riester (1938), Hyman (1938, 1939, 1941, 1955, 1962), Marcus
(1951), Du Bois Reymond-Marcus (1951a), Froehlich (1955a, b, 1956a, b, 1959, 1967),
E. M. Froehlich (1955, 1978), E. M. Froehlich e Froehlich (1972), Carbayo e Leal-
Zanchet (2003), Leal-Zanchet e Souza (2003), Carbayo et. al., (2013), Negrete & Brusa
(2012, 2018), Negrete et al., (2010, 2011, 2014, 2015, 2016, 2019, 2020).

Apesar dos esforcos realizados pelos pesquisadores, os estudos taxonémicos de
planarias terrestres no continente Sul Americano sdo principalmente oriundos das
por¢cdes sul e sudeste da Mata Atlantica brasileira e, em menor quantidade,
proveniente do territério Argentino. Pouco se conhece dessa fauna em outros paises

da América do sul, especialmente da por¢ao oeste dos Andes, como o Chile.

As plandrias terrestres chilenas conhecidas pela Ciéncia compreendem 28 espécies
(Grau & Carbayo, 2010, Bulnes & Carbayo, 2018, Almeida et al., 2021), de ocorréncia
registrada desde as proximidades do rio Huasco (282 S), na regido do Atacama, até o
Parque Nacional Laguna San Rafael (462 S). Estas espécies estdo alocadas na subfamilia

Rhynchodeminae, Timyminae e, principalmente em Geoplaninae.

b) Histdrico de estudo das planarias terrestres do Chile.

A fauna de plandrias terrestres do Chile, com 28 espécies, é proveniente de
coletas apenas esporadicas. Muitas descricbes de espécies foram realizadas a partir
apenas de aspectos externos da morfologia dos individuos, ou, quando incluindo
informac¢des de microanatomia interna, apresentando informagfes taxonomicamente
importantes de forma incompleta, especialmente em ocasiGes em que espécimes-tipo

sdo imaturos (Grau & Carbayo, 2010).



O estudo da fauna de planarias terrestres chilena teve inicio durante o século XIX,
com o famoso naturalista inglés Charles Darwin, que atracou na costa do Chile durante
uma expedi¢do a bordo do navio HMS Beagle. Darwin examinou e descreveu quatro
espécies de planarias: Planaria elongata, Planaria maculata, Planaria pallida e Planaria
semilineata (Darwin, 1844). Apenas descreveu o aspecto externo dos animais.
Atualmente, as quatro espécies estdo alocadas no género Pseudogeoplana Ogren &
Kawakatsu, 1990. Este género foi proposto para espécies insuficientemente

conhecidas para uma classificagdo inequivoca (Ogren & Kawakatsu, 1990).

Charles Blanchard descreveu outra espécie chilena, Polycladus gayi Blanchard,
1845, espécie consideravelmente grande e que causou confusdo, pois o autor inverteu
a posicdo da cabeca com a da cauda e, assim, considerou erroneamente que 0s poros

do corpo se situavam na metade anterior do corpo (Moseley, 1877).

Ainda no final do século XIX, Ludwig von Graff (1899) realizou um profundo estudo
taxondmico de espécies de varios paises do mundo. Graff estudou e descreveu, com
rigueza de detalhes, nove espécies de plandrias do Chile, a saber, Geoplana
albopunctata, Geoplana chilensis, Geoplana cruciata, Geoplana lata, Geoplana nobilis,
Geoplana pardalina, Geoplana platei, Geoplana reticulata e Geoplana sagittata, a
partir de espécimes que recebeu de doac¢do (Graff, 1899). Nenhuma destas espécies
estd atualmente em Geoplana. Geoplana chilensis foi transferida para Pasipha;
Geoplana cruciata, Geoplana lata e Geoplana platei foram transferidas para Gusana e,
as demais espécies foram alocada em Pseudogeoplana. Nesse trabalho, Graff ainda
revisou algumas descricdes de Darwin e estudou também a morfologia interna de

Polycladus gayi.

Ernest Marcus estudou, entre plandrias marinhas e de agua doce, uma plandria
terrestre do Chile. Todos esses espécimes sdo oriundos de coletas realizadas pela
Universidad Sueca de Lund durante uma expedicdo naquele pais (1948-1949). A
espécies chilena Amaga ruca (Marcus, 1954) foi, recentemente, reestudada e

transferida para o novo género Wallmapuplana Negrete et al., 2020.

C. G. Froehlich (1967) fez algumas consideracdes biogeograficas sobre as planarias

terrestres. Para Froehlich, as espécies chilenas paralelas ao género Artioposthia Graff,



1896 sdo particularmente interessantes para fins biogeograficos porque apresentam
caracteristicas morfoldgicas tidas como primitivas na época. Uma destas caracteristicas
é a presenca de testiculos ventrais, como ocorre nas espécies da regido Australiana, e
nao dorsais, como é tipico em Geoplaninae, taxon restrito a regido Neotropical. Para o
autor, isso seria uma evidéncia da antiga unido entre América do Sul, Australia e Nova
Zelandia e, portanto a fauna das Geoplanidae do continente Sul Americano teria duas

origens geograficas distintas: neotropical e australiana (C. G. Froehlich, 1967).

Um dos trabalhos mais completos sobre taxonomia de planarias do Chile foi
realizado por E. M. Froehlich (1978), onde foram descritas sete espécies novas, outras
duas espécies antes conhecidas foram redescritas e trés géneros novos e endémicos
do Chile foram propostos: Gusana Froehlich, 1978, Liana Froehlich, 1978 e Timyma
Froehlich, 1978. Trabalhos mais atuais e também esporadicos contribuem lentamente
para o conhecimento dessa fauna (Grau & Carbayo, 2010; Grau & Carbayo, 2011; Grau
etal.,, 2012; Bulnes et al., 2018, Negrete et al., 2020, Almeida et al., 2021).

C) Composicao da fauna chilena de plandrias terrestres.

As planarias terrestres (Platyhelminthes, Geoplanidae) do Chile compreendem
28 espécies, distribuidas em trés subfamilias. Geoplaninae Stimpson, 1857, de
distribuicdo exclusivamente neotropical, é a subfamilia com mais representantes do
Chile, com quatro espécies em trés géneros endémicos: Gusana, Liana e Pichidamas.
Ocorrem também no Chile uma espécie de Caenoplanini Ogren & Kawakatsu, 1991
(Rhinchodeminae Graff, 1896, subfamilia de distribuicdo cosmopolita), e duas espécies
de Timyma, alocadas na recém proposta subfamilia Timyminae Almeida et al., 2021,

conhecida apenas do Chile.

Outras cinco espécies chilenas que antes estavam alocadas em Geoplana Stimpson,
1857, foram, apds uma revisao do género (Almeida et al., 2019), retiradas de Geoplana
e permanecem sob o status de incertae sedis. Além destas, sdo registradas para o Chile
outras 9 espécies de planarias de Pseudogeoplana Ogren & Kawakatsu, 1990, grupo

gue comporta espécies insuficientemente conhecidas em termos morfoldgicos e que,



portanto, impossibilita uma classificacdo inequivoca. As subfamilias Bipaliinae

Stimpson, 1857 e Microplaninae Pantin, 1953 ndo tém representantes no Chile.

Apesar dos esforcos em se conhecer as plandrias terrestres do Chile, muitas
descricGes carecem de informagdes morfoldgicas taxonomicamente importantes e, por
isso, sdo insuficientes para a devida identificacdao. Considerando a quantidade atual de
espécies conhecidas e coletas preliminares, estima-se que o numero real para aquele

pais seja muito superior ao que se conhece (Grau & Carbayo, 2010).

Em expedi¢Oes recentes realizadas no Chile, principalmente em dezembro de 2010,
por Carbayo e colaboradores, foi coletada uma quantidade expressiva de espécimes,
incluindo animais de regides ndo exploradas previamente com esta finalidade. Andlises
preliminares apontaram que muitos dos animais representam novos taxons. Estes
animais foram fixados a maneira de facilitar estudos morfolégicos e moleculares, e
descortinam uma oportunidade excepcional para ampliar o conhecimento taxonémico
e sistematico das planarias neotropicais. Através do estudo destes animais, nossos
objetivos sdo ampliar o conhecimento sobre a diversidade morfoldgico-taxonémica e
propor hipoteses de relacionamento filogenético entre  Geoplaninae.

Os resultados desse estudo reforcam o que ja supunham Grau & Carbayo
(2012), de que a riqueza de espécies chilenas conhecidas pela Ciéncia é subestimada
em relagdo a sua real condigdo. Essa tese esta dividida em trés capitulos. No capitulo |,
é redescrita Timyma juliae Froehlich, 1978, e descrita uma nova espécie do género. A
partir de dados moleculares, também é inferida uma hipdtese de relacionamento
filogenético de Timyma com as demais Geoplanidae e proposta uma nova subfamilia.
Este trabalho ja esta publicado e, aqui, apresentamos a versdo aceita para publicacdo
no periédico Zoologia Scripta. No capitulo I, apresentamos quatro espécies novas de
Gusana e suas relacdes filogenéticas com as demais Geoplaninae. No capitulo llI,
apresentamos uma hipdtese de relacionamento filogenético entre as espécies chilenas
e a demais Geoplanidae, descrevemos uma espécie nova de Pichidamas, e mais nove
espécies novas distribuidas em sete novos géneros aqui propostos. Os géneros sdo
alocados em um total de nove novas tribos de Geoplaninae. Esta visdo ampliada da
diversidade morfolégica e taxondmica, implicou também na rediagnose de

Geoplaninae, a proposicdo de Geoplanini para a maior parte das espécies ao Leste dos



Andes, e o re-ranquamento de Timyminae, que passa a ser considerada tribo.

CONCLUDING REMARKS

This thesis signifies a contribution to expand the scarce knowledge of the systematics of

the Neotropical land planarians, especially those of the West Andean region. The main

contributions to the systematics of the group can be summarized as follows:

Timyma is not closely related to the Asian Bipaliinae, nor an ingroup of the land
planarians from the Eastern Andes, but a member of a group at the same Linnean
rank level than Geoplaninae sensu Almeida et al. (2019). A new species of

Timyma is described so taht the genus now consists of two species.

Four new species of Gusana as described through an integrative approach, now
accounting for six species. The new species are also delimited by means of a

method based on genetic distances.

Eleven additional land planarian species from Chile are described, also through a
morphology and molecular-based approach. The great morphological diversity
discovered substantiates the proposal of six new genera, these genera housed in
several new tribes. For the already known Chilean genera, including Inakayallia,

the respective tribe is also suggested.

The phylogenetic framework inferred from COI and 28S genes with maximum
likelihood as the optimality criterion retrieved nine main clades. Most of the
genera and the tribes can be diagnosed through putative synapomorphies.
Congruence between distribution of the morphological synapomorphic traits of
the new taxa and their phylogenetic interrelationships suggests that the new

classification proposed here for Geoplaninae is natural.



e Strikingly, a genus erected here is nested within the clade embracing all the
species from the Eastern Andes. This systematic position might be explained by
dispersal of the ancestral lineage of the genus to the West of the Andes.
However, this hypothesis must be considered only tentative because of the low

statistical support of the relationships of genus with the remaining members.

e Numerous supra-specific taxa were proposed from a few species sampled across
Chile in an only two-week long field campaign. Hopefully new samplings and
new systematic studies will support the classification of Geoplaninae and
expand the knowledge of the morphological and taxonomic richness of this

Chilean invertebrate fauna.
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