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Introducció

1 FILOGENIA I FILOGEOGRAFIA

La filogenla i la filogeografia molecular són dues disciplines que, malgrat compartir
moltes eines analítiques i aproximacions metodológlques, tenen objectius diferents. Mentre

que l'anállsl ñlogenetíca té com a objectiu principal la reconstrucció de la historia evolutiva

d'un grup d'organismes així com determinar els temps de divergencia, la filogeografia esta

més interessada en entendre els processos evolutius, demográfics i biogeográñcs que han

generat la distribució de la variació genética, dins i entre poblacionsd'una mateixa especie. No

obstant aíxó, ambdues disciplines fan servir les rnolecules, principalment d'ADN i proteines,
com a font d'informació i per tant és fonamental el coneixement deis seus patrons i taxes de

canvi. A més, per reconstruir la historia evolutiva d'especies relativament properes és molt

important conelxer com és i com s'ha originat la distribució de les genealogies deis gens

que observem dins de les especies. En tot cas, tant l'analisi filogenetica com ñlogeografica
requereixen la identificació i interpretació deis canvis que els diferents processos evolutius

han deixat en el material genetíc, es a dir I'empremta molecular de I'evolució (Li i Graur,

1991).

1.1 Pilogénia i dades moleculars

1.1.1 Taxonomia i ñlogénia
La taxonomia és la disciplina que s'encarrega de descriure, donar nom i classificar

la diversitat biológlca, i inclou les bases, principis, procediments i regles per dur a terme

tots aquests processos. La classificació zoológica és el resultat de I'aplicació d'aquests
procediments, donant lIoc a I'ordenació deis animals en grups en base a les seves relacions

d'associació, de proximitat, similitud o totes tres alhora. Fa uns 150 anys Darwin publica
1"'Origen de les especies" en que proposava que aquestes no havien estat immutables

des del seu origen, sinó que es dóna una transformació en els éssers vius a través de les

generacions rnltlancant la selecció natural: és I'evolució. Per tant hi ha una única historia

natural de les especies que descriu els lligams entre avantpassats i descendents. Aquesta
nova visió de la historia natural va canviar I'enfocament de les classificacions, que han

d'intentar ser naturals i objectives: si I'evolució ha produít els grups naturals de la vida,
la classificació ha de reflectir I'evolució. Les classificacions blológlques deixen de ser

únicament un sistema d'emmagatzemar informació i es fa necessari coneixer les relacions

evolutives entre els grups. La fílogenia és la disciplina que intenta esbrinar les relacions

evolutives existents entre els organismes actuals i també els extingits coneguts. L'ordenació

deis organismes en grups i en táxons, atenent a la seva ñlogenla, es coneix amb el nom de

taxonomia ñlogenetíca.
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Introducció

La ñlogenia, a més de servir per conelxer els grups naturals, permet establir la correlació
entre la historia evolutiva d'un grup d'organismes i altres aspectes, com la presencia
o absencla de determinats caracters (rnetabollcs, morfologlcs, del desenvolupament,
etc.), tipus de sexualitat, distribució geográfica, etc. Aquesta correlació és imprescindible

per entendre com aquests carácters poden haver aparegut i canviat al lIarg del temps l,

finalment, poder comprendre la diversitat en tots els aspectes biológics que observem.

Les primeres ñlogenies es basaven en I'anatomia comparada i usaven caracters

rnorfológlcs que denotessin semblances o diferencies entre táxons. Aquestes classificacions

tenien forca limitacions, especialment degut a que la interpretació i definició deis estats

deis caracters i la deducció de les relacions ñlogenetiques a partir d'aquests eren molt

subjectius. L'aparició de la metodologia Cladística, lntrodulda per Willi Hennig al 1952, va

representar un gran avanc per la inferencia filogenetica, ja que estableix per primera vegada
una metodologia rigorosa i objectiva. La metodologia cladista es basa en l'exístencla d'estats

de carácter compartits entre organismes per definir aquells grups que deriven d'un mateix

ancestre, i així successivament establir les relacions entre grups fins a reconstruir tota la

filogenia. En el Cladisme només els caracters hornólegs (aquells que han sigut heretats de

I'ancestre comú de les especies comparades) aporten informació evolutiva.

A I'hora de reconstruir filogenles, els estats derivats d'un carácter presents en un grup

d'especies pero no compartits amb altres especies (les sinapomorfies) permeten definir

grups rnonoñletics. En aquests grups tots els organismes comparteixen un ancestre comú

(aquell individu del qual tots els organismes del grup són descendents directes i que va

presentar per primer cop I'estat derivat del carácter). Un deis perills als que s'enfronta el

cladisme és l'homoplásla, on I'estat derivat observat en dos grups diferents no és degut a la

presencia del mateix en un ancestre comú, sinó a I'evolució paral-lela o convergent.

Les relacions filogenetiques es representen en forma d'arbre fílogenettc, que és un

grañc composat per nodes (que representen les unitats taxonórniques operacionals-OTUs,
que poden ser especies o gens) i branques (que defineixen les relacions entre les OTUs).
Només una branca connecta qualsevol parell de nodes adjacents. En alguns casos I'arbre

representa tan sois la topologia de les relacions entre OTUs (cladogrames), en d'altres la

longitud de les branques es proporcional al nombre de canvis que s'han donat entre els dos

nodes que uneixen (filogrames).

1.1.2 Filogenies amb dades moleculars

Zuckerlandl & Pauling (1962) en comparar les seqüencies proteiques de I'a-globina
de diferents organismes, van constatar que el nombre de diferencies entre ells era

aproximadament proporcional al temps transcorregut des de que havien compartit el

darrer ancestre comú, es a dir, les rnolecules podrien utilitzar-se com un rellotge (rellotge
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molecular). Aquest rellotge molecular es podria fer servir per esbrinar les relacions

evolutives deis éssers vius a partir de les seves diferencies genetiques. El desenvolupament
de la biologia molecular, iniciat fa més de 40 anys, va aportar metodologies que permeten
obtenir de forma rápida i senzilla les seqüencies de proteTnes i áclds nuclelcs, el que va

accelerar la implementació de la ñlogenla molecular. Un avantatge d'aquesta metodologia
és que permet quantificar el grau de suport estadístic de les diferents hipotesis. Com que els

carácters són les posicions de la seqüencia i els estats tan sois poden ser els 4 nucleótids o

els 20 arnlnoácids, la fílogenia molecular no presenta la subjectivitat de la interpretació deis

estats deis caracters, En I'actualitat existeixen diversos rnetodes d'lnferencia filogenetica
aplicables a dades moleculars (Annex 1). Un punt c1au de la ñlogénla molecular és establir

els caracters hornólegs (en aquest cas les posicions nucleotídiques), tasca que es du a terme

mitjancant I'alineament de les seqüencles. Aquest procés és senzill qua n les seqüencies
són molt similars, pero es va fent més complex a mesura que aquestes són més variables,

especialment en longitud. A més, donat que les dades moleculars no permeten saber la

direccionalitat deis canvis, és necessari disposar d'un grup extern per obtenir aquesta
informació (arrelar els arbres).

1.1.2.1 Gens informatius en ñlogénla
No tots els gens són útils per inferir qualsevol relació ñlogenetica, les seqüencies deis

gens que s'usen han de complir una serie de condicions:

.:. Han d'estar presents a tots els organismes objecte d'estudi (universalitat) .

•:. Han de ser homologues (en cas de gens duplicats, ortólogues i no parálogues) .

•:. Han d'acumular mutacions a una taxa apropiada pel tipus d'anállsl que vulguem fer i per

evitar el problema de l'hornoplásia .

•:. Han de ser prou lIargues per a donar informació valida estadísticament.

Gens nuclears

Els gens que codifiquen pels RNAs ribosomals (rRNAs) han estat molt utilitzats per inferir
les relacions ñlogenetíques a diferents nivells taxonornlcs (Fox i col. 1980; Halanych i col.

1995; Ruiz-Trillo i col. 1999; Mateos i Giribet, 2008). En els eucariotes, els rRNAs nuclears

són codificats per quatre gens, tres d'ells units en un c1úster (185, 5,85 i 285) i el quart en

una ubicació independent (SS). Existeixen dues regions espaiadores separant els tres gens,

que per la seva elevada variabilitat genética també s'han utilitzat en treballs filogenetics,
especialment a nivell de poblacions, sobretot I'ITS-l. El gen més emprat en la resolució de

filogenies fins ara ha estat el 185, que correspon a la subunitat petita del ribosoma, i que té

una serie de característiques que el fan molt apte pels estudis filogenetics:
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.:. La taxa d'evolució no és constant al IIarg de la molécula: hi ha zones molt conservades,
bones per a dissenyar encebadors universals i inferir relacions ñlogenetíques entre

táxons molt distants. Les regions més variables són bones per a inferir relacions

ñlogenetiques entre táxons propers .

•:. Degut a que els gens ribosomals formen part de la maquinaria de transcripció, tant de
la cel-Iula eucariota com de la cel-lula procariota, aquests estan presents en tots els

taxons.

Un aspecte important deis gens ribosomals és que presenten un gran nombre de copies
per genoma eucariota. Aquestes copies normalment es mantenen més semblants dins

d'una mateixa especie que entre especies (Hillis i Dixon, 1991). La longitud del 185 rDNA

(1.800 nucleotíds aproximadament) fa que la majoria d'investigadors I'hagin seqüenciat
de forma completa, i per alxo hi ha un gran nombre de seqüencies senceres de 185 rDNA

disponibles al GenBank.

EI28S rDNA, que correspon a la subunitat gran del ribosoma, té més de 4.000 nucleótíds

de longitud i presenta les mateixes característiques esmentades pel 185. A diferencia

d'aquest pero, la variació en les taxes evolutives entre els seus dominis és molt més

acusada (Hillis i Dixon, 1991). Aquest gen s'ha usat per estudiar fets evolutius del Paleozoic

o Mesozoic (Guadet i col. 1989; Hillis i Dixon 1989), i també per intentar resoldre I'origen i

radiació deis bilaterals (Christen i col. 1991; Adoutte i Philippe, 1993).
Malgrat ser bons marcadors, els gens ribosomals no tenen prou resolució a tots els

nivells taxonornlcs. Per aixó es va comencar a incloure seqüencies de gens codificants per

protelnes a les cerques ñlogenetiques. Entre ells, el factor d'elongació l-alpha (EF1a) és

una prote"ina que es troba en tots els IIinatges d'eucariotes. És molt abundant al citosol,
on participa en la unió deis tRNAsaminoacil al IIoc A deis ribosomes (depenent de GTP), al

segon pas des de la traducció d'mRNA a prote"ina. 5'han fet estudis amb aquest gen amb

anelids (Halanych i col. 2002) i també a nivell de família i genere, principalment en insectes

(Holston i col. 2007; Kutty i col. 2008) i fongs (Kiyuna i col. 2008) demostrant que l'EF1a és

un bon candidat per inferir la ñlogenla a aquests nivells en altres grups d'organismes.

Els gens mitoconariaís

El DNA mitocondrial als metazous té una mida d'uns 16.000 pb, sol ser circular i

esta format per: 2 rRNAs (165 (d'uns 1.200 pb) i 125 (d'uns 800 a 900 pb)); 22 tRNAs; i

13 gens (que codifiquen per prote"ines de transport d'electrons, en general). No presenta
fenornens de recombinació i tampoc té introns, i a més té herencia uniparental (de la

mare). La taxa d'acumulació de canvis és de 4 a 10 vegades més gran que al DNA nuclear,
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de manera que permet fer comparacions entre organismes molt més propers (per aixó

els gens mitocondrials són els més emprats a nivell poblacional). Deis gens mitocondrials,
el que codifica per la Citocrom Oxidasa I (COlo també anomenat cox1) és un deis més

emprats en la inferencia ñlogenetíca. El COI té un paper molt important a la cadena de

transport d'electrons de la respiració mitocondrial. El fet de codificar per una protelna clau,
converteix el COI en un gen ideal per fer estudis filogenetics. La taxa de variació i la mida de

la seqüencla ofereixen bones condicions per aquests estudis, sumat al fet que és present a

la majoria deis éssers vius del planeta.

Supermatrius i t'evidéncia "total" (combinadó de diterents tipus de dades)

L'ús d'un sol gen per inferir filogenles cada cop és menys freqüent degut a que no

tenen informació suficient per a obtenir la resolució desitjada. La millor opció per inferir

ñlogénies és la combinació de gens amb diferents procedéncles, com els mitocondrials i

els nuclears, per tal de sumar la informació present en aquests i crear les anomenades

supermatrius. D'aquesta manera és possible donar suport a les agrupacions obtingudes a

tots els nivells (des del nivell poblacional fins a les categories superiors, com les famílies o

subfamílies). Cal que aquests gens siguin prou informatius per poder detectar la variabilitat

genética existent, i que a més estiguin prou ben conservats per a poder fer un alineament

amb ells. Si a més és possible I'adició de dades rnorfológíques ("total evidence"), la resolució

sera millor.

1.1.2.2 Alguns problemes de la inferencia ñlogenética amb dades moleculars

Malgrat els seus avantatges sobre les dades rnorfológiques, les dades moleculars

presenten problemes que cal tenir present en les análisls.

La duplicadó genica
Una de les problernatíques que poden presentar les dades moleculars és la presencia

de parálegs, o copies múltiples d'un gen que s'han originat per un procés de duplicació i

evolucionen independentment dins del genoma d'una mateixa especie. Així, a I'hora d'inferir

filogenies, es important distingir entre els hornólegs parálegs (aquells que deriven d'un

ancestre comú degut a un procés de duplicació genica) i els ortólegs (aquells que deriven

d'un ancestre comú degut a un procés d'especiació (Fitch, 1970)). Només les seqüencies
ortólogues es poden usar per inferir correctament la filogenla de les especies. La utilització
inadvertida de seqüencies paralogues podria conduir a la inferencia de filogenles errónles.

Les taxes de substitudó i la saturadó

A la Natura no tots els canvis nucleotídics són igual de probables; així, per exemple,
és més freqüent trobar transicions (canvis de purina a purina o de pirimidina a pirimidina)
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que transversions (entre purina i pirimidina). Les diferents posicions d'una molécula també

poden canviar a ritmes diferents. En els gens que codifiquen per prote'ina els canvis són

més freqüents a la tercera base deis codons, ja que en molts casos no suposen un canvi

d'arninoácld. La posició que evoluciona més lentament del codó és la segona. A més, les

taxes de substitució també poden variar per a una molécula determinada alllarg del temps

(heterotáqula). Cal tenir en compte aquestes característiques a I'hora d'aplicar els metodes
d'lnferencia.

Quan comparem seqüencles en un estudi filogenetic amb cobertura per un període
de temps molt ampli, moltes de les posicions hauran acumulat tants canvis que en les

comparacions entre els organismes més allunyats, la presencia d'un mateix arnlnoacld o

nucleótid en una determinada posició no es deurá a que hagi estat heretat d'un ancestre

comú. Aquest podria correspondre a un canvi convergent, per tant aquestes posicions no

tenen informació filogenetica. Diem que un alineament de seqüencles esta saturat quan a

la major part de les seves posicions s'ha produit més d'un canvi i pertant, I'alineament deixa

de ser informatiu (degut a l'hornoplásla). Ocorre el mateix amb les filogenles més properes

pero amb seqüencies que presenten taxes de canvi molt elevades (com per exemple les

terceres posicions deis codons o els gens mitocondrials). Incloure seqüencies saturades a

les nostres análisis pot conduir a una filogenla erronla.

Una manera fácil de determinar I'impacte de la saturació és rnltjancant una grañca
on es representin el nombre de canvis observats entre un parell de seqüencies i el nombre

de canvis "reals" que s'han donat en el procés evolutiu. Aquest nombre "real" es pot

calcular a través de les distancies genetiques, aplicant algun tipus de correcció per a canvis

múltiples o calculant les distancies patrístiques (suma del nombre de canvis produ'its a les

branques en un camí entre un parell de táxons) a partir de I'arbre ñlogenetíc. Tot i calcular­

lo, sempre estarem subestimant el nombre real de substitucions.

Quan la molécula que utilitzem mostra signes d'estar saturada, el més adequat
és analitzar si tots els tipus de substitució (les transicions i les transversions) presenten
els mateixos nivells de saturació. En el cas de gens codificants, podem analitzar quines

posicions del codó estan saturades. Finalment, treballarem només amb el tipus de

substitució (transversió o transició) o amb les posicions del codó que no estiguin saturades.

Tanmateix, si la molécula no esta gaire saturada, els models evolutius que tenen en compte
les substitucions múltiples podran extreure la informació ñlogenetíca malgrat la saturació

d'algunes posicions. L'elecció d'aquest model és c1au per obtenir la millor filogenia a partir
de les nostres dades.

E/s organismes fast-clock
Les taxes d'evolució també poden variar entre llinatges. Els organismes fast-clock

són aquells que presenten una taxa evolutiva molt més elevada que els altres i acumulen
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substitucions més rapld que la resta. En les filogenles rnoleculars, els organismes fast­

clock presenten branques més lIargues que la resta de táxons analitzats. Quan s'infereixen

filogenles moleculars incloent aquest tipus d'organismes es produeix un artefacte filogenetíc
anomenat long branch attraction (LBA): els organismes amb branques lIargues "s'atrauen"
entre ells i queden agrupats en clades artificials (Felsenstein, 1978). Arnés, aquests grups
solen situar-se a prop del grup extern de referencia (outgroup), en una posició ñlogenetica
errónia (Olsen, 1987), ja que la seva seqüencia ha variat tant que és més semblant al grup

extern que als taxons germans.

Hi ha diferents sistemes per reduir la influencia d'aquests organismes en les

aná lisis, com per exemple incloure el rnaxlrn nombre de taxons possible (Hillis, 1996). Així
s'escurcen les branques lIargues que separen els grups i es disminueix la probabilitat de

que I'organisme fast-clock es situl en una branca que no li correspon. Una altra opció és

seleccionar d'entre tots els táxons aquells que tinguin una taxa evolutiva menor i fer I'arbre

només amb ells (Aguinaldo i col., 1997). Aixó no sempre és posslble, ja que hi ha ocasions en

que els organismes fast-clock són importants per la nostra anállsi i no els podem eliminar.

També hi ha la possibilitat de fer servir rnetodes menys sensibles a aquest problema (com
la máxima versernblanca, per exemple). Un metode per detectar organismes fast-clock és

el Relative Rate Test (RRT; Sarich i Wilson, 1973; Wu i Li, 1985; Li i Tanimura, 1987), que és

un test estadístic que s'aplica a I'alineament i denota si hi ha especies que evolucionen més

rápid que la resta.

Representació taxonomica ;nsuficient
En molts casos la inferencia filogenetica amb un baix nombre de representants

deis taxons estudiats dóna lIoc a ñlogenles poc resoltes o inclús incorrectes (Hillis, 1996;
Bergsten, 2005). Amb un mostreig ampli, molts deis problemes descrits anteriorment es

poden resoldre, com per exemple el de l'atracció de branques lIargues. És pertant important
assegurar-se el disposar d'una alta densitat de mostreig taxonómic del grup d'estudi.

1.2 Fonaments de filogeografia

1.2.1 Conceptes bastes

La filogeografia és una disciplina que combina informació de diferents camps (biologia,
genética de poblacions, ñlogenla, evolució molecular, paleontologia, geoclimatologia i

biogeografia) per estudiar els principis i els processos evolutius, dernográñcs i biogeográfics
que determinen la distribució geográfica de la variació genética, dins i entre poblacions
d'una mateixa especie i a especies properes. Aquesta anallsí, a nivell molecular, es fa

normalment rnitjancant la comparació de la seqüencla de DNA d'una regió determinada
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del genoma (moltes vegades del DNA mitocondrial) a diversos individus.

Aquesta disciplina pot ajudar a comprendre els processos histories que han donat

forma a I'actual distribució geográfica de la variació genética, incloent els esdeveniments

ambientals i ecológlcs, i els processos poblacionals, com ara episodis d'aillament i els colls

d'ampolla (Avise, 1998; Zink, 2002). Es poden obtenir, a rnés, estimes quantitatives de

grandaria poblacional histórica (Hugall i col. 2002).
La filogeografia comparada estudia aquests principis i processos analitzant els patrons

de distribució de la variació genetíca i els patrons genealóglcs d'especies que coexisteixen

en una mateixa regió geográfica (especies símpatríques: Arbogast i Kenagy, 2001; Zink,

2002). Aquesta comparació pot aportar informació per deduir si els incidents com ara

els esdeveniments de vlcarlanca, les f1uctuacions cllmátiques, les barreres geografíques i

les catástrofes ambientals han afectat als diversos táxons de la mateixa regió de manera

similar (Arbogast i Kenagy, 2001). Patrons semblants en diferents especies poden revelar la

influencia de factors ecologícs i evolutius a la seva área de distribució, i fins i tot determinar

si la regió d'estudi s'ha mantingut climáticarnent estable. Patrons incongruents entre taxons

de la mateixa regió també poden ser informatius, ja que poden reflectir diferencies en

la historia natural, en aspectes de la conducta o la fisiologia com a resposta a diferents

pressions selectives (Avise, 1998).
La filogeografia fa servir una gran varietat de metodologies genetíco-poblaclonals i

d'estadístics per a l'análisl i la interpretació de les dades moleculars: la reconstrucció de

filogenles i genealogies, la construcció de xarxes d'haplotips, l'ús d'estadístics descriptius
del grau de variació genética, contrastos d'hipótesis estadístics, etc. L'avaluació formal i

estadística entre diferents prediccions i escenaris evolutius es realitza fent servir, entre altres,
els rnetodes de la teoria de la coalescencla. Aquesta teoria, que es fonamenta en el model

neutral de genética de poblacions de Wright-Fisher (Hudson, 1983), descriu les propietats

estadístiques de les relacions genealoglques d'una mostra d'al-Iels (a nivell intraespecific).
A més, proporciona metodes estadístics molt potents per estimar pararnetres poblacionals
(com el flux genlc, la selecció natural, la mutació, etc.) i per realitzar lnferencies evolutives.

Un aspecte molt rellevant per l'anállsl filogeográfica és que la variáncia estocástica (per
efecte de I'atzar) a diferents loci pot ser molt important; i a rnés, en moltes ocaslons, els

temps de coalescencía poden ser molt superiors als temps de separació de les especies
[problemática de l'arbre de gens vs l'arbre d'espécless. Aquests fenornens, obviament,
es tenen en compte a les ana lisis estadístiques basades en la teoria de la coalescencla.

Així dones, els rnetodes actuals de la filogeografia són eines molt potents per investigar
la historia recent de les especies, incloent I'estructura poblacional, la divergencia entre

especies i I'especiació.
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1.2.2 Variabilitat genética i selecció natural

La genética evolutiva i de poblacions estudien la magnitud i direcció del canvi evolutiu,
és a dir, els canvis que ocorren en les poblacions al IIarg del temps. Un objectiu important
és conéixer com es manté i com evoluciona la variabilitat genética a les poblacions naturals,
i quins són els factors que més influeixen en la seva freqüencla. El principal mecanisme
molecular que dóna IIoc a la variabilitat genética és la mutació. El concepte de polimorfisme
es refereix a les mutacions ovariants que estroben segregant (a una determinada freqüencla)
dins les poblacions. Parlem de divergencia, en canvi, quan estudiem substitucions entre

dues especies diferents.
Darwin (1859) ja va fer referencia al concepte de polimorfisme i a les mutacions

avantatjoses (aquelles que incrementen l'efícácla biologlca de I'organisme) i les mutacions

deleteries (les que redueixen aquesta eficacia). Va proposar la selecció natural com el motor

que promou I'increment de freqüencia de les mutacions avantatjoses (selecció adaptativa)
i I'eliminació de les deleterles (selecció purificadora), i que per tant redueix la variabilitat.

Existeix un tercer tipus de mutacions, les neutres, que són aquelles que no tenen cap efecte

en l'eficácla blologica deis organismes; el destí evolutiu d'aquestes no esta marcat per la

selecció natural, sinó per la deriva genética.
Al 1968 Kimura va desenvolupar la teoria neutralista de I'evolució molecular. Aquesta

considera que la majoria de les mutacions que estan segregant en les poblacions naturals

i que arriben a fixar-se entre especies són selectivament neutres. La deriva genética és

el principal mecanisme responsable de la variabilitat observada (a nivell molecular) tant
als nivells intra- com interespecífics. Obvlarnent no totes les mutacions són neutres, sinó

que una gran part de les mutacions produ'ides són deleteries (eliminades per I'acció de la

selecció purificadora o negativa). Aquesta teoria considera que només una petita part de

les mutacions serien beneficioses i, en conseqüencía, fixades rápldarnent per la selecció

adaptativa (positiva). La teoria neutral de I'evolució molecular proporciona els fonaments

teórlcs que expliquen per que certs canvis nucleotídics s'han acumulat a un ritme semblant

al IIarg de I'evolució. Si la taxa de mutació no canvia amb el temps, aleshores el nombre

de diferencies moleculars (neutres) entre dos táxons ha de ser un indicador del temps de

divergencia des del seu avantpassat comú més recento

La deriva genética és un mecanisme que pot produir canvis en la freqüencia deis

al-lels d'una població degut a I'atzar, independentment de I'acció de la selecció natural.

Aquestes fluctuacions en les freqüencies al-lelíques es donen per I'elecció aleatoria de

garnetes durant el procés reproductiu. L'efecte de la deriva pot fer que determinats al-lels

desapareguin completament de la població, o que arribin a fixar-se per atzar, eliminant

variabilitat genética en qualsevol caso Degut a I'estocasticitat de la deriva, els seus efectes

són majors en poblacions petites. Un aspecte important d'aquesta teoria és que prediu
una correlació positiva entre el polimorfisme i la divergencia. Arnés, mentre la deriva

11



Introducció

genética va eliminant i fixant al·lels, la mutació va introduint-ne de nous, fins que arriba

un moment teóric en el que es podria arribar a I'equilibri. Un aspecte molt rellevant de

la teoria neutra lista és que és a la base deis anomenats tests del neutralisme (Annex 1),

que ens poden permetre identificar els diferents factors que han afectat les genealogies de

gens (selecció natural, successos dernográñcs, desviacions de I'aparellament aleatori, etc.),
a partir del patró i nivell deis canvis nucleotídics.

1.2.3 Quantificació de la variabilitat genética i tests de neutralisme

1.2.3.1 Variabilitat intra- i interpoblacional
El primer pas per coneixer els mecanismes evolutius subjacents als canvis observats

és la seva quantificació a nivell intrapoblacional. En la comparació de seqüencies de DNA

podem trobar canvis nucleotídics de diferents tipus, des de substitucions que afecten un

o pocs nucleotids (SNPs) fins a canvis de longitud de seqüencia (indels), reordenacions

crornosornlques, seqüencles repetitives (com els rnicrosatel-Iits) o duplicacions
geniques. Quan comparem seqüencíes a nivell intrapoblacional la majoria de posicions
són monornórfiques, és a dir, que la majoria d'individus presenten la mateixa variant a

una posició determinada. Les posicions amb variants nucleotídiques diferents són les

anomenades polimórfiques o segregants. La quantificació de la variabilitat a nivell del DNA

es fa mltjancant diversos estadístics sumaris. Un primer pas, i molt important, en els estudis

filogeográñcs és el de quantificar el nivell i el patró de variabilitat genética existent entre

diferents poblacions d'una mateixa especie. Els estadístics més importants es detallen a

l'Annex 1.

1.2.3.2 Tests de neutralisme

Els anomenats tests del neutralisme permeten detectar I'impacte de la selecció natural

i els factors dernográñcs rnltjancant l'análisi del nivell i patró de variabilitat nucleotídica. En

aquests tests típicament la hipotesi nul-Ia assumeix un equilibri mutació-deriva. A més,

pressuposen un aparellament a I'atzar (panmixi) i una grandária poblacional constant. Quan
una o més de les premisses del model no es cornplelxen, i obtenim desviacions significatives
deis tests, no podem saber (a priori) quin ha estat el principal responsable d'aquesta
desviació (la selecció natural, factors dernográñcs, etc). Un deis objectius fonamentals de la

genética evolutiva és determinar les forces que en el passat han influ"it en lavariació genética
observada en el presento A partir de l'análisl del nivell i patró de canvi nucleotídic es poden
inferir teórlcarnent tant els processos demográfics (com les expansions poblacionals,
o els colls d'ampolla, on la grandaria poblacional es redueix considerablement i després
es recupera), com els selectius responsables d'aquesta variació. Per discriminar entre els

mecanismes demográfics i els selectius es poden estudiar diferents parts del genoma, ja
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que els efectes dernográfics tendirien a afectar tots els gens de manera semblant, mentre

que la selecció afectaria parts particulars del cromosoma. Els tests del neutralisme més

utilitzats estan descrits a l'Annex 1.

1.2.4 Noves tendéncies en estudis ñlogeográñcs
Els rnetodes de la filogeografia s'han desenvolupat de forma molt significativa

en els últims anys. Actualment no només fem servir les filogenles, les genealogies i la

distribució deis haplotips per inferir la historia evolutiva de les poblacions i especies, sinó

que també podem aplicar nous rnetodes estadístics molt més potents (com per exemple
la Computació Bayesiana Aproximada, ABC). També és necessaria I'aplicació i millora deis

models paleocllmátícs per inferir la historia biogeográfica d'una área concreta. La integració
d'informació de camps com I'ecologia, la paleobotanica o la geologia amb la de la genetíca
és de gran ajut a I'hora d'interpretar les dades ñlogeográfiques (Avise, 1998). Aquesta
informació pot servir per formular una hipótesi de partida més acurada, i a més servirá per

interpretar millor els resultats (per exemple, la informació de plaques tectónlques ajuda a la

interpretació deis esdeveniments de vlcarlanca: els registres fóssils serveixen per tenir una

idea de la distribució deis taxons en el passat; o la predicció de refugis es pot fer servir per

dissenyar models paleoclirnátics (Hugall i col. 2002)).

1.2.4.1 Analisi ñlogeográñca rnítjancant métodes d'Inferéncía bayesiana
El patró de variabilitat nucleotídica és el resultat d'una complexa interacció de molts

processos. Avui en dia s'han desenvolupat metodes molt sofisticats per poder inferir
acuradament els processos dernograñcs o selectius que han modelat aquestes dades. La

inferencia bayesiana, que permet estimar la distribució de la probabilitat posterior deis

parárnetres donades unes dades, ha esdevingut en els últims anys una eina important per
a l'anállsi de processos dernograñcs complexos. Fins fa ben poc, els rnetodes bayesians
eren poc utilitzats degut a la seva complexitat i a la incapacitat de calcular la versernblanca
analíticament. La Computació Bayesiana Aproximada (Approximate Bayesian Computation,

ABe; Tavaré i col. 1997; Pritchard i col. 1999; Beaumont i col. 2002) permet aquesta análisl

rnltjancant l'ús de simulacions i resumint les dades a un conjunt determinat d'estadístics. Es

tracta de contrastar els models que competeixen per explicar diferents escenaris evolutius,
amb I'objectiu de determinar el model que millor s'ajusti a les dades.

La metodologia d'ABC es basa en un algoritme de rebuig simple, i s'ha fet servir

en I'estima de parárnetres dernograñcs a través de models per a diferents organismes

(Beaumont i Rannala, 2004). El principi basic del rnetode és la generació d'unes dades

per simulació (D') donat un escenari evolutiu concret i fixant la grandárla mostral (n) i el

nombre de loci utilitzats per obtenir les dades observades (D). El valor deis parárnetres
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per les simulacions s'obté a partir de les seves distribucions a priori (priors). Es desaran

els valors deis parárnetres de les simulacions on D' sigui igual a D, i després seran utilitzats

per aproximar la distribució de la probabilitat posterior. Com que és molt difícil que D sigui

igual a D' en escenaris molt complexes, Pritchard i col. (1999) van proposar la substitució

de les dades per un conjunt d'estadístics (s), de manera que es guardarien els pararnetres
de les simulacions (s') només quan s' fos prou semblant a s. Més recentment, Beaumont

i col. (2002) van proposar que es tindria en compte la diferencia entre s i s' mltjancant
una regressió lineal, que s'utilitzará a I'hora de calcular la distribució posterior (ABC-REG).

Malgrat tots aquests canvis i millores en la metodologia ABC, aquesta seguia sent massa

costosa computacionalment. El problema s'ha intentat solventar amb la incorporació de

Markov Chain Monte Cario (ABC-MCMC; Marjoram i col. 2003). Més recentment s'ha anat

millorant el rnetode (Wegmann i col. 2009), principalment reduint-ne el cost computacional.
Una de les propostes per optimitzar la tria d'estadístics que siguin informatius és I'ús del

rnetode PlS (un rnetode de regressió de mínims quadrats; Boulesteix i Strimmer, 2007), que
funciona de manera semblant a les análisis de components principals, i que básicarnent

tria els components (deis estadístics descriptius) que millor expliquen la variabilitat de les

dades reduint molt, per tant, el nombre d'estadístics. Grácies a aquests rnetodes, avui en

dia és possible contrastar diferents escenaris evolutius complexos i estimar els valors deis

parárnetres més rellevants de manera relativament eficient.

1.2.4.2 Els estudis amb models paleocllmátics
Una de les múltiples aplicacions de l'anállsl ñlogeográfica és la interpretació de

les respostes blótíques davant deis canvis paleocllmatícs. Aquestes interpretacions

biogeográfiques poden tenir un valor predictiu davant deis canvis globals que ens afecten

avui en dia. La modelització de la paleodistribució pot ajudar a proposar hlpotesis espacials
explícites sobre les distribucions hlstóriques deis táxons per als quals no hi ha fósslls

disponibles. Els models biocllrnátics prediuen les distribucions potencials de les especies
segons la projecció de punts de distribució coneguts i en una capa de clima d'una área en

concret i per a una epoca determinada. Aquest rnetode assumeix que les especies tenen
Iimitacions ñslologiques constants durant el període de temps estudiat, cosa que no és

certa en alguns casos (Davis i Shaw, 2001; Hugall i col. 2002). Els models paleocllrnatics
s'han utilitzat molt en els últims estudis ñlogeográfics, ja que donen una vlsló més amplia de

quina pot haver estat la historia evolutiva de les poblacions en una área determinada. Han

servit també com ajuda per predir quines han estat les árees d'endemisme més importants,
combinant-Ios amb les dades d'absencia/presencla d'especies en una área determinada.

Malgrat aixó, aquests models tenen algunes mancances, ja que només tenen en compte

algunes variables ambientals, com la temperatura o el reglrn de pluges, i és possible que
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aquestes no siguin les més importants en el manteniment de l'hábltat d'algunes especies,
de manera que la predicció no afectaria alguns táxons i ens estaria donant informació

incompleta o errónla. Una altra de les limitacions que presenten aquests models és I'escala

temporal que cobreixen, ja que permeten fer hipótesis d'esdeveniments ocorreguts fins fa

uns 30.000 anys enrere, pero no permeten predir fets més antics.

1.2.4.3 Combinació de diversos marcadors moleculars

De forma similar al que succeeix amb els estudis ftlogenetícs, els estudis actuals en

filogeografia cada cop fan servir més marcadors moleculars ja que d'aquesta manera

s'incrementa molt la potencia de les anallsis. Fins ara els gens mitocondrials eren els

marcadors més comuns per a estudis ñlogeográfics, donat que mostren certs avantatges

respecte als nuclears, com perexemple una herencia monoparental, una variació nucleotídica
inter- i intraespecífica més elevada i que no presenten recombinació. Malgrat aixo, els gens
mitocondrials tenen mancances, com per exemple la incapacitat de reconstruir la historia

completa deis llinatges sexuals i de detectar certs esdeveniments entre poblacions, com ara

la dispersió esbiaixada pel sexe, la hibridació i la presencia/absencia d'encreuament (Avise,
1998). La cerca de nous marcadors nuclears, que cal que presentin una variabilitat genetíca
adequada a nivell intrapoblacional, s'ha de centrar principalment en regions intergenlques
i introns.

1.2.5 Aplicació de la filogeografia a la conservació

La biologia de la conservació té com a objectiu prioritari conservar la biodiversitat, i

amb ella el potencial d'adaptació i evolució deis organismes (Avise, 2000). En aquest sentit,
la filogeografia pot donar informació sobre quins són els processos crítics en I'evolució deis

táxons i en la generació de diversitat. A més a més, grácies a la filogeografia és possible
entendre quins són o poden ser els efectes i conseqüencies de I'acció antropogenica
en I'alteració deis patrons naturals que s'han generat durant milions d'anys. Alxo és

especialment rellevant en conservació, ja que la perdua i la fragmentació de l'habltat, que

rnajoritárlament són conseqüencia de I'acció de I'home, són les dues majors amenaces per

la biodiversitat. Els esforcos de conservació amb les eines de la filogeografia comparada, per
exemple, poden anar dirigits a detectar estructuració genética per sota del nivell d'especie,
que no és detectable amb la morfologia. La detecció d'árees on es troben els organismes
amb la diversitat genetíca més elevada ha de ser prioritaria per a I'aplicació de les mesures

de conservació. Així dones, la filogeografia pot fer una contribució a la tasca prioritaria de

localitzar quins són els fragments de la natura que tenen alts nivells o aspectes únics de

biodiversitat (Eeley i col. 2001; Hughes i col. 2005).
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2 EL BOSC ATLÁNTIC DE BRASIL

El bioma del Bosc Atlantic (denominat en portugués Mata Atlántica) s'estén alllarg de la

costa de Brasil entre les latituds 3 i 30° sud, ocupant una franja de 100 a 200 km d'amplada

alllarg de la costa. Correspon, més o menys, a115% del territori Brasiler, on el clima és humit

gairebé tot I'any, amb una estació seca molt curta o inexistent. És extremadament ric en

biodiversitat i presenta alts nivells d'endemisme. La variació és originada principalment per

I'ampli rang latitudinal i d'elevació (des del nivell del mar fins als 1800 metres) de la zona,

donant Iloc a una gran variació en el nombre d'ambients. El Bosc Atlántic es caracteritza

per presentar una marcada estacionalitat, amb gradients ambientals forts deguts a la seva

complexa topografia i orografia. La temperatura mitjana anual va des deis 18 fins als 24°C i

la precipitació mitjana anual es troba entre els 1.250 i els 2.000 mm (més de 3.000 mm en

alta rnuntanva), impulsada pels vents de I'est de l'Atl�mtic tropical (Behling i Lichte, 1997;

Carnaval i Moritz, 2008).
La cobertura vegetal original del Bosc Atlantic era aproximadament d'lA milions

de km2 quan van arribar-hi els navegants europeus fa 500 anys. Actualment només se'n

conserva entre un 11 i un 16% (Fig.I), principalment als vessants de les muntanyes
i als cims, per ser zones de menor accessibilitat (Riberio i col. 2009). El Bosc Atlantic ha

experimentat una dramática modificació i fragmentació de l'habitat i encara avui esta sota

una pressió antropogenica severa, que és significativament major a les terres de més al nord.

Aproximadament el 70% del total de la població de Brasil (uns 130 milions de persones) viu
en una área que antigament era totalment coberta per bosc (Nimer, 1989). La degradació del
bosc ve donada per activitats com la construcció d'infraestructures (carreteres i autopistes},

Figura 1. Contrast de la cobertura original
del Bose Atlántíc fa aproximadament uns

500 anys (verd) i la cobertura de bose

natural al 2005 (vermell) i al 2010 (groe).
Dades obtingudes de la

Fundaeió SOS Mata Atlántica.

o Cobertura al 2010

_ Cobertura al 2005

_ Cobertura original

la tala d'arbres descontrolada, les plantacions (sobretot de canya de sucre) i finalment

també la practica de la ramaderia. La major biodiversitat es troba als boscos plujosos de les

latituds més baixes, pero aquests estan sent rapidament desforestats i es troben en perill
de desapareixer abans que se'n pugui estudiar la riquesa i el comportament que podrien
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presentar davant deis canvis cllmátics. Així dones, a més de ser un deis "hotspots" (punts
calents) de biodiversitat més importants del planeta (és el segon bioma Neotropical en

riquesa i un deis 5 biomes amb més prioritat per la conservació), el Bosc Atlantíc també és

una de les zones més arnenacades amb altes taxes de perdua d'hábitats (Myers i col, 2000).

2. 1 Els corredors biologics
Per tal de frenar la perdua de biodiversitat, les autoritats brasileres han establert

una serie d'unitats de conservació (pares i altres arees protegides per la lIei). Aquestes
són molt petites i estan molt distanciades les unes de les altres (degut a la fragmentació
del bosc). El fraccionament del terreny no és només degut a I'acció directa de I'home, sinó

que també hi ha causes naturals que el provoquen, com els incendis forestals o les riades i

inundacions descontrolades, tot i que I'efecte d'aquestes és major per causa antropogenlca.
És de vital importancia determinar a quines regions han de ser assignats estrategicarnent
els recursos humans i financers per tal de garantir la conservació de la biodiversitat d'una

manera efectiva. En aquest context, els corredors de biodiversitat o corredors ecológlcs
són molt importants. Es tracta de vies que tenen com a objectiu final afavorir el flux d'éssers
vius entre les parts d'un ecosistema fragmentat, rnitjancant la recreació d'ambients naturals
entre aquests fragments. D'aquesta manera augmenten la probabilitat de supervivencia de

les comunitats biologlques a lIarg termini i ajuden a mantenir els processos deis ecosistemes

necessaris per mantenir la biodiversitat en el futuro Pel disseny deis corredors cal informació

de I'estat actual de conservació deis diferents fragments i la seva historia blogeográñca.
El primer pas és diferenciar les barreres naturals de les antropogenlques. La conversió

de terres cobertes de boscos en camps de conreu, per exemple, crea barreres de tipus

antropogenic: pero també una zona es pot haver mantingut a'illada durant milions d'anys,
molt abans de I'arribada de I'home, per causa d'una barrera inexistent avui dia. En aquest

cas, la reconstrucció d'un cinturó forestal per connectar les árees de bosc adjacents podria
ser discutible. La filogeografia proporciona eines per inferir l'exlstencla d'aquestes barreres

rnltjancant l'anállsi de la diversitat genética deis organismes actuals.

El Govern de Brasil des de I'any 2000 esta introduint corredors blológlcs per tal de

protegir i recuperar la zona, dissenyats geográñcarnent en base a inventaris de flora i fauna,
sense considerar la biologia i dinámica de les poblacions. Així s'han creat, entre d'altres, el

corredor de Serra do Mar (objecte d'aquesta tesi), el corredor Central i el corredor del Nord

Est (Fig. 2).

17



Introducció

o 'eo iN
........

NAF

Sao Francisco

• Serra do Mar
• Central
• Nord

Figura 2. Corredors biológics dissenyats al Bose Atlantic de Brasil ombrejats amb diferents tonalitats de marró.

NAF: Nord del Bose Atlantic: CAF: Centre; SAF: Sud.

El corredor de Serra do Mar s'estén entre els estats de Rio de Janeiro (RJ) i Paraná

(PR), delimitat al nord per una franja de bosc atlantic semi caducifoli i pel sud amb el bosc

plujós de Santa Catarina (SC). Hi ha diversos treballs sobre la biodiversitat de la zona, la

majoria basats en especies d'alta capacitat de dispersió. Aquests treballs, pero, donen poca

informació de la presencia de barreres ecologiques i sobre les zones que han pogut mantenir

millor les condicions ancestrals del bosc, donat que el patró de distribució geográfica de la

seva variabilitat genética és molt uniforme dins del corredor. Resultats amb ocells (Harris i

col. 2005) identifiquen parts del corredor de Serra do Mar, particularment a les costes deis

estats de Sao Paulo (SP) i RJ, com a hot spots de diversitat d'especies.

2.2 Origen de la biodiversitat al Base Attant¡«

Degut al perill en que es troba la biodiversitat deis Neotropics, ens els darrers anys

molts estudis ñlogeografícs i de conservació s'han focalitzat en aquesta regió amb I'objectiu
comú d'entendre com s'hi ha originat la biodiversitat presento Durant molt de temps, la

hipótesi més acceptada per explicar la diversitat Neotropical era la deis refugis, segons la

qual, les glaciacions del Quaternari van fragmentar el terreny, donant IIoc a una elevada taxa

d'especiació al-lopátrica en petites zones alllades (Haffer, 1969; Whitmore i Prance, 1987;

Rull, 2008). Actualment, pero, s'ha descartat aquesta hipótesi com a única responsable
deis esdeveniments d'especiació en IIinatges Neotropicals (Colinvaux i col. 2000; Bush i

de Oliveira, 2006), ja que els temps de divergencia deis taxons són majoritariament pre­
Plistocenics (Costa, 2003; Rull, 2008). Aixó ha donat IIoc a que altres autors defensin la

hipótesi d'un origen per la biodiversitat molt més antic, remuntant-se al Terciari (Simpson,
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1979; Colinvaux i de Oliveira, 2001), quan van ocórrer alguns esdeveniments geológics que
podrien haver generat la biodiversitat, com la formació deis Andes, el tancament de l'lstme

de Panamá o la formació de les conques de I'Amazones i l'Orinoco (Nores, 2004), entre

d'altres (Rull, 2008).
La majoria deis treballs centrats en el Bosc Atlántíc brasiler basen les seves hipotesis

en estudis d'endemisme i filogeografia comparada, i utilitzen táxons d'alta mobilitat com els

de Cabanne i col. (2007) i Pessoa (2007) ambdós amb ocells, o la publicació de Grazziotin

i col. (2006), basada en reptils, Recentment s'han aplicat noves tecnlques per estudiar la

biogeografia de la zona, com la modelització paleoclirnática. Un exemple és el treball de

Carnaval i Moritz del 2008, on rnitjantcant models paleocllrnatícs dedueixen la distribució

del bosc durant el Quaternari, validant els resultats amb les dades deis registres de pol·len
fossll. Aquest estudi coincideix amb estudis geológics i palinológics (Behling i Negrelle,
2001; Behling, 2002; Ledru i col. 2005), que divideixen el Bosc Atlántic en tres regions (Fig.
2), descrites per Cabanne i col. al 2008:

.:. El Nord (NAF), amb una elevada estabilitat forestal (el bosc ha estat present a l'área de

manera continuada) a la costa est i curts períodes d'expansió del bosc humit (Veloso,
1991),

.:. el Centre (CAF), estable a I'est i amb curts períodes d'inestabilitat a l'oest,

.:. i el Sud (SAF), amb forta inestabilitat (regressió i fragmentació, i expansió durant l'Holoce

rnitjá i tarda).

Així, actualment molts treballs coincideixen en la predicció de la presencia de bosc

antic al nord del Bosc Atlántic (Pellegrino i col. 2005; Grazziotin i col. 2006; Cabanne i col.

2007), mentre que els territoris del centre i sud han creat més controversia i discussió. Com a

conseqüencla de la inestabilitat predita per les regions centre i sud, s'esperaria que la fauna

i flora que trobem en I'actualitat en aquests territoris fos d'origen molt recent (posterior a

les glaciacions) fruit d'una expansió des del nord, presentant patrons de poca estructuració i

variabilitat genética. Alguns estudis pero troben al sud del Bosc Atlántic lIinatges divergents
i patrons genetícs no compatibles amb una colonització recent (Grazziotin i col. 2006;
Cabanne i col. 2007) i d'altres, com el de Cabanne i col-laboradors de 2008, afirmen que el

model de Carnaval i Moritz (2008) fallaria en la predicció d'árees de bosc antic i estable al

sud del Bosc Atlantic, ja que la inestabilitat predita no explica I'alta incidencia d'endemisme

als boscos del sud (Costa i col. 2000; da Silva i col. 2004; Pinto-da-Rocha i col. 2005).
Per altra banda, I'origen de la diversitat que es troba al bosc no es pot explicar per un

sol model de vlcarianca o de canvi cllmátic (Costa, 2003), sinó que es tracta d'una historia

molt més complexa. Donada la gran extensió de l'habítat, hi ha diversos factors que han

contribult a la diversificació del bioma del Bosc Atlantíc. Segons el model de diversificació
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per barreres (Marroig i Cerqueira, 1997; Moritz i col. 2000), alguns rius representen barreres

al flux genetíc (Cabanne i col. 2008). Pellegrino i col. (2005), Carnaval i Moritz (2008) i

Sigrist i Carvalho (2008) descrivien barreres referint-se als rius Doce i Sao Francisco (Fig. 2),
situats allímit de les zones que van ser predites com a refugis pels models cllmátícs. D'altra

banda, alguns estudis moleculars (Cabanne i col. 2007) han demostrat que les histories

blogeográfíques d'algunes especies s'han vist afectades per l'aTllament i la persistencia
d'organismes a refugis forestals durant les f1uctuacions del Quaternari, resultats que

s'ajusten a la teoria deis refugis de Haffer (1969).
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3 LES PLANÁRIES TERRESTRES

3. 1 Caracteristiques anatómiques generals
Les planaries terrestres pertanyen al grup deis tricladides, (del grec treis: tres +

klados: branques) inclosos en el fílum deis platihelmints. Són animals de vida lliure amb

el cos recobert per una capa de mee, que els dóna un aspecte brillant. La seva superfície
ventral, que esta en contacte amb el substrat (sola ventral), presenta unes adaptacions

especials. No tenen aparell circulatori ni respiratori (Ball i Reynoldson, 1981), per tant

efectuen I'intercanvi gasós a través de la superfície corporal. Tampoc tenen estructures

esqueletiques, cosa que condiciona la forma del seu cos, essent cilíndric en individus petits,
i aplanat i allargat en individus més grans, per tal d'afavorir I'intercanvi de gasos. En general,
les planaries terrestres poden mesurar entre 5 mm i prop d'un metre (com a.nabí/e).

A I'hora d'identificar les planaries terrestres, els trets rnorfológics externs són

importants per a fer una primera classificació. Els caracters més utilitzats són: la mida i

forma general del cos; el color, les marques i patrons; la mida, nombre i distribució deis

ulls; forma de I'extrem anterior; la posició relativa deis orificis del cos i I'amplada de la sola

ventral. Una identificació més acurada s'aconsegueix grácies a I'estudi de I'anatomia interna,
sobretot de I'aparell copulador, estudiant trets com la posició i el nombre de testicles i

ovaris, organització de la musculatura, tipus de faringe, fosses sensorials, etc. (Winsor,

1998). A l'Annex 11 hi ha detallades les característiques més importants de I'anatomia interna

i externa d'aquests organismes.

3.2 Identificació d'espécies
L'assignació d'individus a una especie en concret en organismes tan senzills i amb

pocs caracters rnorfológics com les planaries terrestres, no és una tasca fácil. En planaries
d'aigua dolca s'han utilitzat dades moleculars per identificació d'especies del genere Dugesía
de manera exitosa (Lázaro i col. 2009). Concretament s'ha fet servir un fragment del gen COI

Poblacions Codis de barres de DNA
Figura 3. Esquema modificat a partir de

Hajibabaei i col. (2007) on es mostra la

posició de les dades de DNA respecte
les filogenles i les dades de genética de

poblacions. Les especies corresponen als

diferents colors, i dins de cada color, les

tonalitats representen la variabilitat. Cada

quadre petit és un individuo

proposat com a eina d'identificació d'individus (codi de barres del DNA) pel Consortium for

the Barcode of Life (Hebert i col. 2003). Els nivells de variabilitat d'aquesta regió del DNA
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entre individus de la mateixa especie normalment són més baixos que els existents entre

especies diferents, el que fa possible I'assignació d'individus a especies conegudes (Fig. 3).
Les seqüencies de DNA de la regió COI permeten a no especialistes en taxonomia

I'assignació d'individus a especies conegudes. Aquesta assignació se sol fer en base a

I'obtenció d'una filogenia en la qual la ubicació de la seqüencia problema ens perrnetra
fer la identificació. El grau de certesa d'aquesta dependra de si a les bases de dades

existeixen o no organismes de la mateixa especie o propers i de si al propi estudi s'analitza

tota la diversitat del grup en qüestió. A més, com I'obtenció de la seqüencia es pot fer

a partir de quantitats molt petites de material, es poden identificar les especies a partir

d'ous, d'individus immadurs, d'animals fragmentats, o fins i tot processats (formant part

d'aliments). En el cas de les planáries terrestres és una eina molt interessant, ja que moltes

especies són críptiques (Fig. 4L presenten pocs trets rnorfológics definitoris d'especie o, en

moltes ocasions, els organismes trobats són immadurs, de manera que no tenen aparell

copulador que es pugui analitzar rnorfológicarnent.

Figura4. Dues imatgesde planáries
terrestres molt semblants pel
que fa a la morfologia externa. A

I'esquerra una especie del genere
Cephaloflexa i a la dreta un

espécimen de Geoplana ladislavii.
Fotografies: F. Carbayo.

Aquesta metodologia és un avanc que pot accelerar molt la descripció d'especies, ja
que permet identificar rápidament aquells individus que no es corresponen -a priori- amb

especies conegudes, facilitant per tant, el treball del taxonorn que es pot centrar en els

estudis rnorfologics en els casos més problernatícs o singulars.

3.3 Sistematica

Les planaries terrestres pertanyen a l'Ordre deis Tricládides (Ph Platyhelminthes, el

Turbellaria). La posició deis Platyhelminthes dins deis Metazoa no és gaire clara, malgrat que
les dades moleculars més recents plantegen la possibilitat d'una posició corn a grup gerrná
deis Spiralia dins deis Lophotrochozoa (Fig. SAl. Els Trlcladldes dins deis Platyhelminthes
tenen una posició molt derivada, malgrat haver-hi pocs estudis. moleculars els més recents

els situen com a grup gerrna deis Prolecithophora (Fig. SBL i junt als Rhabdocels i un petit
grup de generes de vida parásita o comensal, constitueixen un clade monoñletic amb alt

suporto
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Els Tricladides foren dividits per Hallez al 1890 en tres infraordres segons els seus

requeriments ecologics: Maricola (les planaries marines), Terricola (planaries terrestres)
i Paludicola (planárles d'aigua dolc;:a). Ball (1977; 1981) seguint la divisió proposada per

Steinb6ck (1925), va considerar que els Terricola (definits pel seu complex sistema nerviós

diploneure) constituien el grup gerrná del clade constituit per maricoles i paludicoles

(Haploneure). Aquest clade no presentava cap sinapomorfia.
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Figura 5. A: Esquema fílogenetíc de la posició deis Platyhelminthes dins deis Metazoa, segons Paps i col.
2009a. B: Posició filogenetica deis Tricladides dins deis Platyhelminthes, segons un consens de dades de

diferents estudis basats en gens ribosomals, modificat de Riutort i col. (2012).

Sluys (1989a) en una nova analisi deis caracters rnorfologics va trobar que aquests
donaven suport a la monofilia deis tres grups (Maricola, Paludicola i Terricola), presentant
les planaries terrestres tres sinapomorfies rnorfologlques: la presencia de la sola ventral, un

sistema nerviós diploneural i un tipus complex de musculatura a la faringe. A més aquesta
revisió deis caracters rnorfologics suggeria una relació més propera entre Paludicola i

Terricola, canviant I'esquema evolutiu presentat per Ball.

Carranza i col. (1998a, b) van proposar l'existencia d'un ancestre comú per Dugesiidae
i Terricola basant-se en la presencia en ambdós grups d'una duplicació del clúster ribosomal

(Carranza i col. 1996). A Carranza i col. (1998b; Fig. 6) es proposa I'eliminació del subordre

Paludicola (que ara seria parañletic) i la creació del nou subordre Continenticola, format

per les planáries d'aigua dolc;:a i les planaries terrestres. Un treball posterior de Baguña i col.

(2001) confirma la hipótesi sobre la posició de les planaries terrestres com a grup gerrná
de Dugesiidae, pero no aconsegueix demostrar molecularment la monofília de Terricola.

A nivell rnorfológlc, no hi ha cap treball que aprofundeixi en la filogenia interna de les

planarles terrestres, de manera que és un camp totalment desconegut.

23



Introducció

s.o. Trlcladida

"CONTINENTICOLA"

F. Planariidae

\.
"
\.
"

F. Dendrocoelidae F. Dugesiidae (1.0. Terricola)
","

4JI4JI
"'"

1.0. Maricola

Figura 6. Relacions filogenetiques deis tricladides basades en trets morfológics i moleculars. Modificat de

Carranza i col. 1998b. Els números en negre corresponen a caracters morfológics proposats per Ball (1981) i

Sluys (1989a), mentre que els vermells representen els caracters proposats per Carranza i col-laboradors com

a sinapomorfies de I'agrupació de Dugesiidae i Terricola, essent el19 un carácter molecular (la duplicació del

cluster ribosomal). Les línies discontinues indiquen els grups que no tenien suport a la filogenla molecular

presentada a I'article.

Pel que fa a la taxonomia dins del grup deis Terricola (Taula 111-1 de l'Annex 111),
actualment només se'n reconeixen tres famílies: Bipaliidae (Graff, 1896), Rhynchodemidae
(Graff, 1896) i Geoplanidae (Stimpson, 1857)(Fig. 7). Dins deis Bipaliidae (individus amb el

cos allargat i aplanat i amb el cap en forma de mitja Iluna, amb nombrosos ulls marginals

petits) Graff (1899) va reconeixer quatre grups en funció de la musculatura longitudinal
(Winsor, 1983).

La família Rhynchodemidae és formada per dues subfamílies (Rhynchodeminae
Microplaninae). Rhynchodeminae es caracteritza per presentar organismes de cos

allargat i forma aplanada, amb I'extrem anterior sovint cónic i allargat, amb ulls conspicus i

papil·lapeniana absent o molt reduída. Els components de la subfamília Microplaninae són

petits, amb el cos arrodonit, sovint amb I'extrem anterior rom i els ulls petits. És freqüent

que presentin papil·les penianes ben desenvolupades, amb o sense bossa seminal. Pel

que fa a Geoplanidae, aquesta família (integrada per les subfamílies Caenoplaninae,

Geoplaninae i Pelmatoplaninae) és formada per individus amb el cos relativament pla, que
es fa progressivament més estret cap a la part anterior de I'animal. La sola ventral pot

ocupar el 50% o més de I'amplada del cos. Tenen nombrosos ulls disposats als marges del

cos de I'animal, sense aurícules ni tentacles. De vegades el cap té formes diferents: pot

presentar-se aixecat o embolicat cap al dors (Choeradoplana, Xerapoa, Enterosvnnqai, o en

forma de cullera invertida (/550ca). També poden tenir papil·les laterals com si fossin dits

(Xerapoa).
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Figura 7. Representació de les tres

famílies de planáries terrestres.

Rhynchodemidae (A: subfamília

Rhynchodeminae; B: subfamília

Microplaninae); Bipaliidae (e) i

Geoplanidae (O: Caenoplaninae;
E: Geoplaninae). Imatges de

Fernando Carbayo i Marta Álvarez.

3.4 Distríbucio, ecoiogia j comportament
En I'estudi de Carbayo i Froehlich (2008) sobre I'estat de coneixement deis

macroturbel·laris, s'indica que el nombre d'especies de planaries terrestres descrites és

de 830, de les quals quasi un 20% es troben a Brasil. Aquests valors poden estar esbiaixats

pel fet que els pocs taxonorns especia listes en aquest grup es troben a zones Neotropicals,

quedant amplíes regions del planeta on ni tan 5015 s'ha mostrejat per coneixer l'existencia

d'aquests animals. El nombre real d'especies probablement és molt més gran. Winsor (1997)
va estimar que només s'havia descrit el 25% del nombre total d'especies australianes. És

per alxo que cal considerar-ne la distribució actual com un esquema i no com una sentencia.

Les planáries terrestres tenen una distribució cosmopolita, principalment pantropical i en

trobem una major biodiversitat a I'Hemisferi Sud (Winsor i col. 1998). La distribució de

Geoplanidae és molt hornogenia, trobant-se únicament a América Central i del Sud i al

Sud Est deis Estats Units; els membres de la família Bipaliidae es distribueixen basicament

pel Sud-est asiátic i es troben a Madagascar i l'Asia oriental; finalment, Rhynchodemidae
té distribució més amplia que la resta, trobant-se a Europa, África, América, Asia Oriental i

Australia (Carbayo, 2003)(Fig. 8).
Les planáries terrestres formen part de la fauna criptozoica definida per Dendy (1889)

com aquella constituida per animals que viuen sota deis troncs i les pedres o a l'escorca
deis arbres morts, incloent I'humus deis 5015 forestals. Les planaries van colonitzar el medi

terrestre fa un centenar de milions d'anys, pero no han desenvolupat cap mecanisme

especial per conservar I'aigua (Kawaguti, 1932), són estenohidres (només suporten un rang

estret d'humitat (Froehlich, CG, 1955a)) i sensibles també a la temperatura del seu hábitat

(Froehlich, 1956; Winsor i col. 1998; Sluys, 1999; Carbayo i col. 2002). Hi ha algunes especies
que estiven o entren en letargia (diapausa) en condicions adverses (Carbayo, 2003). Durant
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les hores principals del dia, degut a que la temperatura augmenta i la humitat disminueix,

aquests organismes solen ocupar capes del sol més profundes. La majoria d'especies no

fan nius, pero fan servir els porus, esquerdes i buits per migrar entre les capes intersticials

del sol i sovint aprofiten els amagatalls d'altres animals. Malgrat alguna excepció, com

Rhynchodemus vejdowskyi o alguna especie de Geoplana (Graff, 1899), que són actius de dia,
les planaries terrestres tenen activitat nocturna. Les planaries terrestres són depredadors

que es troben al cim de la xarxa trofica i s'alimenten d'altres invertebrats. Hi ha algunes

especies necrofiles (Winsor, 1977) i és possible que es donin casos de canibalisme (Winsor,
1998). La competencia intraespecífica pel menjar és probablement el factor més rellevant

que restringeix la mida poblacional de les planaries terrestres (Boag i col. 1998), constituint

un factor important que afecta la dispersió i I'establiment d'aquests animals.

_ Caenoplaninae
Microplaninae

_ Geoplaninae
_ Rhynchodeminae

Bipaliidae

Figura 8. Distribució mundial de les principals subfamílies de planaries terrestres.

Es desplacen gracies a la musculatura corporal i a la intervenció deis cilis de la sola

ventral (Hauser i Marumann, 1959; Jones, 1978). Algunes especies han perdut aquesta
estructura, com per exemple les del genere Geobia (Graff, 1912-17). Quan s'arrosseguen
en superfícies seques (algunes especies també en les molt humides), la toquen només

en alguns punts, el que resulta en un esta Ivi de moc (o evita que es mullin en excés;

Froehlich, CG, 1955a). Algunes d'elles tenen comportaments de moviment·curiosos, com

el que descriu Froehlich al 1955 per Choeradoplana, que corba el seu extrem posterior

cap endavant fins que toca de nou el substrat, roda cap endavant alllarg del cos, resultant

en una especie de salt mortal. Aquest moviment és causat per la capa muscular dorsal

longitudinal subepiderrnica i I'hi serveix a I'animal per fugir.
Hi ha diversos motius pels quals s'ha considerat sempre que les planáries tenen una
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baixa capacitat de dispersió: l'absencla de parts rígides; no tenir cap part del cicle vital

adaptada a la dispersió o la dependencia extrema de la humitat ambiental, degut a que

no tenen formes de resistencia a la dessecació. Malgrat aquestes característiques, s'han
detectat diversos casos de dispersió a grans distancies rnajorltárlarnent explicables per

antropocoria (Winsor, 1979; 1986; Sluys, 1995). Concretament, s'han registrat planáries
terrestres a jardins botanlcs i hivernacles de tot el mon, probablement viatjarien entre

la terra humida de plantes ornamentals. És el cas per exemple de Bipalium kewense i

Arthurdendyus triangulatus, que en alguns casos s'han convertit en especies invasores i

autentiques plagues que afecten la fauna autóctona o granges de cultiu de cucs terrestres,

sobretot als Estats Units i al Regne Unit (Dindal, 1970; Winsor, 1983; Jones i col. 1988;

Ducey i col. 1999; Boag i Yeates, 2001). La presencia d'aquests animals, pero, no sempre

té un efecte negatiu, sinó que hi ha casos on s'ha fet servir les planárles terrestres com a

control de plagues de cargols (Muniappan, 1987; Kawakatsu i col. 1992; Sluys, 1999).
Els depredadors de les planáries terrestres són algunes larves de dípters i carábids

(Gibson i col. 1997; Hickman, 1964). Dendy (1890) va fer experiments amb gallines i va

arribar a la conclusió que el moc del voltant del cos de les planáries té alguna substancia

desagradable per les aus, i per aixó no són depredades per aquest grup d'animals. Aquesta

suposició podria servir també com a explicació de la manca de depredadors pertanyents a

altres grups.

3.5 Les planaries terrestres com a model

Diversos autors han plantejat la utilitat de les planáries terrestres com a indicadors per

estudis de biodiversitat i de I'estat de conservació deis seus hábltats (Sluys, 1998; Carbayo i

col. 2002). Com que són depredadors, depenen de la presencia de les seves preses, i poden
ser un bon indicador de la conservació de la xarxa troñca del bosc i per tant del seu estat.

Fins ara, la majoria d'estudis filogeográñcs utilitzaven especies generalistes amb elevada

capacitat de dispersió [rnajoritáriament vertebrats) que proporcionen una informació molt

ambigua de I'estat del territori. Les especies amb una baixa capacitat de dispersió, com les

planáries, poden presentar una estructuració poblacional en regions geográfiques petites

(Garrick i col. 2004) cosa que les fa interessants per als estudis ñlogeográfícs (Sunnucks i

col. 2006). A més, són més vulnerables a patir extincions locals i és menys probable que

recolonitzin una área (Graham i col. 2006). El fet que siguin organismes especia listes fa que

no puguin viure en zones on I'ambient hagi estat molt deteriorat. Alguns estudis demostren

que la seva diversitat esta inversament relacionada amb el grau de pertorbació de l'hábitat

(Carbayo i col. 2001; 2002; Leal-Zanchet i col. 2006). Sluys (1999) en vista a la seva biologia i

requeriments ecológlcs va proposar I'ús de les planáries com a indicador d'árees d'alt valor

per al manteniment de la diversitat global.
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3.6 Les ptanaries terrestres del Bose Atlantic de Brasil

Sluys al 1999 va identificar el Bosc Atlántic com una de les árees amb major
diversitat de planarles terrestres a escala global. La majoria de les especies que es troben

a la Mata Atlántica pertanyen a la subfamília Geoplaninae, tot i que també hi ha alguns

Rhynchodeminae i Bipaliidae introdu"its. Els estudis que s'han fet amb aquests organismes
són purament taxonornlcs i descriptius, tot i que també hi ha treballs sobre I'estat de

les comunitats de planáries terrestres i la seva relació ecológica amb I'ambient i el tipus
de bosc. Sluys (1999) basant-se en dades taxonómiques de la literatura, va identificar 7

hotspots de diversitat de planáríes terrestres, on els lIocs més diversos eren Sao Paulo i

Florianópolis (a Brasil). Tanmateix, la fauna de planáries terrestres del Bosc Atlántic és forca

desconeguda, com demostra I'elevat nombre d'especies noves que s'esta trobant en els

mostrejos realitzats per aquesta tesi.

Alguns estudis sobre I'estructuració de les comunitats de planarles terrestres al sud

de Brasil mostren indicis de que aquests organismes són sensibles al reemplacarnent del
seu hábitat natural per plantacions d'especies exotíques, presentant una major riquesa

d'especles en els boscos nadius (Carbayo i col. 2002), tot i que l'abundancia i riquesa de

táxons varia amb el temps. Al 2006, Fonseca i col. van proposar les planáríes terrestres com

a millors táxons indicadors de I'estat de conservació deis boscos d'Araucaria, basant-se en

el tant per cent d'especies registrades per cada taxon.
El grup deis Geoplaninae ha radiat exitosament per Sud América (regió Neotropical)

després de la separació de Gondwana de Nova Zelanda i Australia (Froehlich, 1967; Winsor i

col. 1998). La gran majoria deis geoplánids Neotropicals pertanyen al genere Geoplana que,
com a conseqüencia d'alguns estudis taxonórnlcs (Carbayo i Leal-Zanchet, 2003; Leal-Zanchet

i Froehlich, 2006; Carbayo, 2010), en els últims anys s'ha diversificat en altres generes. Per a
I'estudi ftlogeografic que ens ocupa s'han utilitzat diverses especies de planárles terrestres

d'aquest grup: Geoplana goetschi sensu Marcus (1951), Cephaloflexa bergi, Geoplana
ladislavii, Geoplana goetschi sensu Riester (1938), Enterosyringa pseudorhynchodemus,
Choeradoplana iheringi, Geoplana quagga i Issoca sp. nov. de les quals es pot trobar una

descripció sobre els trets generals de la seva morfologia i distribució a l'Annex IV.

3.7 Les planaries terrestres de la Península lbérica

El coneixement general de les planáries terrestres a Europa és forca pobre en comparació
amb el de les planáries d'aigua dolca, Aquesta manca de coneixement segurament és

deguda a la dificultat en la seva localització i a l'existencia de pocs especia listes en el grup
en el continent europeu. Les dues subfamílies predominants a Europa són Rhynchodeminae
i Microplaninae, que són reconegudes com autóctonas, mentre que també hi trobem

representants de la subfamília Caenoplaninae i la família Bipaliidae en condició d'especles
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exótiques introdu'ides per I'home.

A la Península lberica, fins al 2004, hi havia cites de planaries terrestres en molt poques

localitats de la Península i només hi havia tres especies autóctones descrites (Microplana
terrestris a Menorca (Minelli, 1977); Microplana nana a Girona (Mateos i col. 1998) i

Rhynchodemus sylvaticus a diferents localitats del territori iberic (Boix i Sala, 2001)). Al

2004, Mateos i col·laboradors van constatar la presencia de planáries terrestres del genere
Microplana a diferents localitats del Montnegre-Corredor (Catalunya). Només s'ha registrat
la presencia d'una especie de planarla exótica, Bipalium kewense a Barcelona (Filella-Subirá,
1983L tot i que segurament n'hi ha d'altres.

t'abundancla i diversitat d'especies que potencialment poden existir dins del marc

lberic és una dada encara per descobrir. Deis tres generes autóctons del continent Europeu

(Rhynchodemus, Microplana i Geobenazzia), dos d'ells ja han estat citats a la Península,

essent, de moment, Microplana terrestris l'especle més abundant.
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Objectius

1 OBJECTIUS GENERALS

Els objectius generals d'aquesta tesi són:

.:. Resoldre la ñlogenia interna deis Continenticola i la de les planáries terrestres del Bosc

Atlántic de Brasil.

.:. Fer un estudi fílogeográfic amb planaries terrestres del Bosc Atlantic de Brasil per

investigar els processos evolutius que s'han donat dins i fora del corredor biologic de

la Serra do Mar. Fer un estudi similar, encara que a molt menor escala, amb planáries
terrestres de la Península lberica i contrastar els resultats obtinguts.

2 OBJECTIUS ESPECíFICS

Els objectius concrets del primer objectiu general, referent a la filogenia molecular

són:

� Determinar si certes regions del DNA (gens nuclears, ribosomals i mitocondrials)
són informatives per resoldre les fílogenles a nivell de Continenticola i de

planáries terrestres Neotropicals.
� Augmentar el nombre de táxons en I'estudi de la determinació de les relacions

filogenetiques internes deis Continenticola.

� Esbrinar si les planaries terrestres constitueixen un grup monoñletic.

� Aplicar els nous marcadors moleculars per resoldre la fílogenla de les planaries
terrestres Neotropicals.

Per a abordar el segon objectiu general referent a la filogeografia molecular es pretén:
� Avaluar la idone'itat de les planaries terrestres per afer estudis ñlogeografics en

árees geograñques redu'ides.

� Seleccionar les especies oprimes per fer I'estudi fílogeográñc al Bosc Atlántic de

Brasil. Les especies idonles seran aquelles que presentin distribucions solapades
en un mateix territori i nivells de variabilitat genética suficients.

� Seqüenciar el DNA de les regions COI i ITS-l a una quantitat important d'individus

en totes les poblacions de les especies escollides.
� Aplicar noves metodologies de modelització bayesiana per tal d'inferir la historia

evolutiva que ha modelat les comunitats de planáries terrestres al centre (CAF)
i sud (SAF) del Bosc Atlantic de Brasil.

� Comparar els patrons de variabilitat obtinguts amb planarles terrestres del Bosc

Atlántic de Brasil amb els de les del genere Microplana de la Península lberica.
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Informe deIs director s de la tesi especificant la participació feta pel doctorand en cada

articIe, i si algun deIs coautors d'algun deIs trebaIls presentats en la tesi doctoral ha utilitzat,
Implícítament o expIícitament aquests trebaIls per a I'elaboració d'una tesi doctoral

Els Drs. Marta Riutort Leon i Julio Rozas Liras, directors de la Tesi Doctoral elaborada per la Sra.

Marta ÁIvarez Presas, amb el títol "Filogenia i filogeografia molecular de planáríes terrestres
(TricIadida, Platyhelminthes) del Bosc Atlántíc de Brasil i de la Península Ibérica",
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Que la tesi doctoral esta elaborada com a compendi de 5 publicacions amb dades originals
(publicacions 1-2-3-4-5 en el cos central de la tesi):

1. ÁLVAREZ-PRESAS, M., BAGUÑA, J. and RIUTORT, M., 2008. Molecular

phylogeny of land and freshwater planarians (Trieladida, Platyhelminthes): From
freshwater to land and back. Molecularphylogenetics and evolution, 47(2), pp. 555-
568. Factor d'impacte: 3.889. Ocupa la posició 12 (sobre 45) dins la categoria de

Evolutionary Biology.

2. CARBAYO, F., ÁLVAREZ-PRESAS, M., OLIVARES, C.T., MARQUES, F. and

RIUTORT, M. Molecular phylogeny of the Neotropical subfamily Geoplaninae
(Platyhelminthes, Trieladida, Geoplanidae) with a morphological discussion. (en
preparació).

3. ÁLVAREZ-PRESAS,M., CARBAYO, F., ROZAS, J. andRIUTORT, M., 2011. Land
planarians (Platyhelminthes) as a model organism for fine-scale phylogeographic
studies: understanding pattems of biodiversity in the Brazilian Atlantic Forest

hotspot. Journal 01 Evolutionary Biology, 24(4), pp. 887-896. Factor d'impacte:
3.656. Ocupa la posició 16 (sobre 45) dins la categoria de Evolutionary Biology.

4. ÁLVAREZ-PRESAS, M., sÁNCHEZ-GRACIA, A., CARBAYO, F., ROZAS,
J. and RIUTORT, M. Molecular phylogeography of land planarians (Trieladida,
Platyhelminthes): Insights into the origin of biodiversity pattems in the southem
Brazilian Atlantic Forest hotspot. (en preparació).

5. ÁLVAREZ-PRESAS, M., MATEOS, E., VILA-FARRÉ, M., SLUYS, R. and

RIUTORT, M. Evidence of the persistence of the land planarian species Microplana
terrestris (MüIler, 1974) (Platyhelminthes, Trieladida) in microrefugia during the
Last Glacial Maximum in the northem section of the Iberian Peninsula. Aquest
artiele s'ha enviat a la revista Molecular Phylogenetics andEvolution.
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A les publicacions 1, 3, 4, 5 i 6 la doctoranda va realitzar les tasques de seqüenciació i d'análisi

filogenética i poblacional de les dades moleculars, havent participat també en les análisis de
coalescéncia id'ABC de la publicació 4. A la publicació 2 la doctoranda ha amplificat els gens EF­
la i ATPasa-a, a més d'obtenir algunes seqüéncies de 28S rDNA, mentre que la resta de seqüéncies
de l'article s'han obtingut allaboratori de la Universitat de Sao Paulo per Cláudia Olivares. A les

publicacions 2, 3, 4 i 5, a més, va participar en el mostreig realitzat a Brasil i la Península Ibérica i
va redactar el primer esborrany deIs manuscrits. En tots els casos ha participat en l'elaboració de la
redacció final deIs manuscrits. En cap cas s 'ha utilitzat, implícitament o explícitament, els treballs
presentats en aquesta tesi per a l'elaboració d'una altra tesi doctoral.

Dra Marta Riutort León Dr. ulio Rozas Liras
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CAPíTOL 1

Molecular phylogeny of land and freshwater planarians (Tricladida,
Platyhelminthes): From freshwater to land and back

Filogenia molecular de oianaries terrestres i d'aigua dolca (Tricladida,
Platyhelminthes): un retorn a l'aigua doica des del medi terrestre

Marta Álvarez-Presas, Jaume Baguñá i Marta Riutort

Molecular Phylogenetics and Evolution 47 (2):555-568 (2009)
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Capítol1 Resultats

Resum

El subordre deis Tricládldes (Ph. Platyhelminthes) compren els platihelmints de vida

lliure, taxonomlcarnent agrupats en tres infraordres segons els seus requeriments ecologics:
Maricola [planaries marines), Paludicola (planarles d'aigua dolca), i Terricola (planarles ter­

restres). Donada la importancia biológica del grup en diferents carnps, com per exemple el

desenvolupament, és molt important tenir-ne una classificació solida. Alguns autors com 1.

Ball o R. Sluys han intentat d'aconseguir-ne una fílogenla mitjanc;ant dades rnorfológiques,

pero la manca de sinapomorfies fa la tasca molt difícil. Les anállsis moleculars han dem­

ostrat que els Paludicola són parañletícs i que els Terricola són el grup gerrná d'una de

les tres famílies de Paludicola, els Dugesiidae. No obstant alxó, ni el gen ribosomal 185, ni

els arbres basats en el gen mitocondrial COI han estat capaces de resoldre les relacions

entre les especies de Terricola i Dugesiidae, i tampoc han perrnes corroborar la monofilia

deis Terricola. En aquest article presentem noves dades moleculars, incloent seqüencies
de gens nuclears (185 rDNA i 285 rDNA) i un gen mitocondrial (COI), ampliant el mostratge
d'especies de dugesids i planaries terrestres respecte els treballs anteriors. Les noves se­

qüencies s'han analitzat, juntament amb les seqüencies obtingudes anteriorment, en anall­

sis independents i concatenades usant máxima versemblanc;a i rnetodes bayesians. Els re­

sultats, encara que algunes parts deis arbres segueixen presentant baixa resolució, donen

suport a I'origen monofiletic de Terrícola. seguit d'un possible retorn d'algunes especies
als habitats d'aigua dolca. Les relacions dins del grup rnonoñletíc de Dugesiidae es resolen

amb claredat, i les relacions entre algunes subfamílies de planáries terrestres també estan

clarament establertes i apunten a la necessitat d'una profunda revisió de la taxonomia deis

Terricola.
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Abstraet

The suborder Tricladida (phylum Platyhelminthes) comprises the welI-known free-living flatworms, taxonomicalIy grouped into three

infraorders according to their ecology: Maricola (marine planarians), Paludicola (freshwater planarians), and Terricola (land planari­
ans). Molecular analyses have demonstrated that the Paludicola are paraphyletic, the Terricola being the sister group of one of the three

paludicolan families, the Dugesiidae, However, neither 18S rONA nor COI based trees have been able to resolve the relationships among
species of Terricola and Dugesiidae, particularly the monophyly of Terricola. Here, we present new molecular data including sequences
of nuclear genes (l8S rONA, 28S rONA) and a mitochondrial gene (COI) of a wider sample of dugesiid and terricolan species. The new

sequences have been analyzed, together with those previously obtained, in independent and concatenated analyses using maximum like­

lihood and bayesian methods. The results show that, although sorne parts of the trees remain poorly resolved, they support a monophy­
letic origin for Terricola folIowed by a likely return of sorne species to freshwater habitats. Relationships within the monophyletic group
ofDugesiidae are clearIy resolved, and relationships among sorne terricolan subfamilies are also clearIy established and point to the need

for a thorough revision of Terricola taxonomy.
© 2008 EIsevier Inc. AH rights reserved.

Keywords: 18S rONA; 28S rONA; COI; Tricladida; Platyhelminthes; Molecular phylogeny; Continenticola; Terricola; Planarians; Dugesiidae

1. Introduction

Within the free-living Platyhelminthes the trielads or

planarians are perhaps the best known group, largely as a

result of intensive research conceming celIular regeneration,
pattem formation and, most recently, Hox gene expression
(for a general review see Saló and Baguñá, 2002). Planarians
are globalIy distributed, occurring inmarine, limnic and ter­
restrial environments. Recently, interest in the terrestrial

planarians has been stimulated as a result of the introduc­
tion of non-native predatory species in regions where they
have achieved pest status, e.g. in the case of the New

Zealand flatworm, Arthurdendyus triangulatus, and its inva­
sion of the British Isles and continental Europe (Jones and

Boag, 1996). Terrestrial planarians also seem to be good

•
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biodiversity indicators (Sluys, 1999). In view oftheir biolog­
ical importance in so many fields, a robust phylogenetic
scheme is required both for taxonomic and comparative
purposes.

The Trieladida was long considered a suborder (Ehlers,
1985) within the order Seriata, being a sister group to

the suborder Proseriata. However, the new phylogenies
obtained from molecular data (Willems et al., 2006; for a
review see Baguñá and Riutort, 2004) alI point to the Tri­
eladida being part of a elade of Rhabditophoran Platyhel­
minthes that ineludes the Prolecitophora and a group made

up of four parasitic genera, this elade being in most analy­
ses the sister group to the Rhabdocoela, although with low
support. For over lOO years systematists have recognized
three major groups within the Tricladida, for which they
used HalIez (1890) ecological names: Paludicola, Terricola,
and Maricola. A fourth elade, the Cavemicola which
contained taxa formerly assigned to the Maricola but with

43



Filogenia dels Tricladides

556 M. Álvarez-Presas el al./ Molecular Phylogenetics and Eoolution 47 (2008) 555-568

apparent closer affinities to the Paludicola was proposed by
Sluys (1990). The taxonomic rank of tbese groups has

shifted between that of suborder and infraorder, the latter

being the accepted rank today. The systematic and phylo­
genetic relationships of these infraorders have been dis­
cussed on the basis of morphological and ultrastructural

characters by Ball (1977, 1981); Sopott-Ehlers (1985), and
Sluys (1989a). Within triclads, Ball (1977,1981) considered
Terricola (defined by its complex diploneuralnervous sys­

tem) as the sister group of an undefined (no synapomor­
phies disclosed) clade formed by Maricola and Paludicola

(Haploneura). Whereas no synapomorphies were found
for the Maricola, two presumed synapomorphies defined

the Paludicola: their reduced precerebral diverticula and

the probursal condition of the intestine.

Reassessment of previously used characters and the

introduction of new ones were the basis of a new phyloge­
netic scheme by Sluys (1989a) (Fig. lA). The new characters
were found to support the monophyly ofthe Tricladida, the
Terricola, the Maricola and the Paludicola, as well as to

suggest the existence of a new clade, the Terricola-Paludi­
cola clade. All infraorders were considered monophyletic.
Under this scenario, land planarians evolved from marine

ancestors whereas freshwater planarians carne either from
a land planarian ancestor or from a marine ancestor

common to land and freshwater planarians.

S. O. Proseriata

A O�.�S�E�R�IA�T�A� __

S. O. Tricladida

l. O. Terricola l. O. Paludicola

B o. Prolecithophora
-------------------------------------------------

O. Tricladida

l. O. Continenticola

Terricola

........ ·.···�2
..

11

Fig. l. (A) Phylogenetic relationships of the Tricladida based on morphological characters according to Sluys (1989a); (B) phylogenetic hypothesis for the
Tricladida based on molecular characters (18S rDNA sequences and an 18S rDNA duplication event) (Carranza et al., 1998a). Dasbed lines indicate

groups that are not well-supported in tbe molecular phylogenetic analysis. Black circles indicate tbe bypothesized autapomorphies for each phyletic line.

(1) Haftpapillen in annular zone; (2) loss of Haftpapillen; (3) resorptive vesicles; (4) reduction number of longitudinal nerve cords; (5) four subepidermal
muscle layers; (6) spermatophore; (7) probursal condition; (8) common oviduct opening into atrium; (9) dendrocoelid pharyngeal musculature; (la)
anterior adhesive organ; (11) creeping sole; (12) diploneuran nervous system; (13) multicellular eye cup witb numerous retinal cells; (14) two types of 18S
rRNA genes.
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A radically different view of infraorder relationships
of Tricladida emerged from molecular studies based on

sequences of 18S ribosomal genes, later confirmed by
a molecular synapomorphy, the presence of a duplica­
tion of the ribosomal gene cluster shared by the Terri­
cola and the family Dugesiidae of the Paludicola

(Carranza et al., 1998a,b; Fig. lB). The resulting phylo­
genetic trees strongly indicated that the Paludicola is

paraphyletic since the dugesiids share a more recent

cornmon ancestor with the terricolans than with the

remaining paludicolans. As a result, the infraorders Ter­
ricola and Paludicola became redundant and were

replaced by a new taxon, the Continenticola (Carranza
et al., 1998a). A study using cytochrome oxidase I

(COI) sequences (Baguñá et al., 2001), lends further

support to the clustering of Terricola and Dugesiidae
and to the sister group status of the Planarii­
dae + Dendrocoelidae. However, neither 18S gene nor

COI gene sequences support the monophyly of either
the Terricola or the Dugesiidae, rendering them, so

far, paraphyletic.
Relationships within the infraorders based on mor­

phological characters have been considered in sorne

detail within the Maricola (Sluys, 1989b) and the Paludi­
cola (Ball, 1974; De Vries and Sluys, 1991; Sluys, 1989a),
but not for the Terricola. Within the Paludicola, Ball

(1974) recognized three families: Dugesiidae Ball, 1974,
Planariidae Stimpson, 1857, and Dendrocoelidae Hallez,
1894. Planariidae plus Dendrocoelidae, or Planarioidea,
were considered the sister group of the F. Dugesiidae
(Ball 1981). In Ball's proposal sorne uncertainties were

left open, one of them being the closer similarities in

eye structure between the Dugesiidae and the land pla­
narians (Terricola) than between Dugesiidae and the

non-dugesiid members of the Paludicola (Ball 1981; Sluys
1989a, b). However, in the new phylogenetic scenario
based on the molecular data, the complex eye structure

of the Dugesiidae was considered a synapomorphy for
the new Dugesiidae + Terricola clade (Carranza et al.,
1998a) (Fig. lB). The Terricola are taxonomically
divided into three families (Geoplanidae Stimpson 1857,
Bipaliidae Stimpson 1857 and Rhynchodemidae Graff

1896) which are divided into a number of subfamilies

(Supplementary data 1). Although sorne hypotheses on

the ancestry of one or other subfamilies have been pro­
posed (Marcus, 1953; Froehlich, 1967; Winsor et al.,
1998), no cladistic study has been undertaken for this

group of triclads.
In summary, to date molecular data strongly indicate

that Dugesiidae and Terricola constitute a monophyletic
group. However, the origin of the terricolan species is
uncertain. So far molecular data do not lend support to
themonophyly of this group (and hence to the Dugesiidae)
because different terricolan species cluster with different

dugesiid species. This opens the possibility ofmultiple inde­

pendent origins for the transition from freshwater to terres­
trial habitats.

To address these uncertainties, we have obtained new

18S and COI sequences and chosen four new genes to be
tested for the presence of phylogenetic signal for the Tri­
cladida (two nuclear genes, Histone H3 and 28S rDNA,
and two mitochondrial ones, 16S and l2S rDNA). These

genes were selected because they have been shown to be
of use in similar studies for other groups of organisms.
We have also undertaken denser taxon sampling, gather­
ing representatives for 61 Tricladida, including represen­
tatives of 7 out of 9 genera of Dugesiidae, and of all but
one subfamily of Terricola (Table 1, Supplementary data

1). Of the four new genes tested only two were amplifi­
able from the Tricladida, and only one of these was

informative (28S rDNA). The 28S sequences and the
new sequences obtained for the two types of 18S rDNA
and COI were analyzed together with those already exist­

ing in GenBank with the aims of: (1) further testing the
new triclad phylogeny drawn from molecular data; (2)
clarifying the monophyletic status of the Terricola and

Dugesiidae; and (3) inferring the internal phylogeny of
the Dugesiidae + Terricola clade.

2. Material and methods

2.1. Organisms

Table 1 lists the species studied with their taxonomic
affiliation and the region of origin of the population stud­
ied (when known). New sequences obtained in this study
are indicated with a superscript index letter.

2.2. DNA extraction, gene amplification, cloning and

sequencing

High molecular weight DNA was purified from live or

ethanol fixed specimens according to a modification of
the guanidine isothiocyanate method (Carranza et al.,
1998a,b) originally described for RNA (Chirgwin et al

1979).
Specific primers (Table 2) were used to amplify the entire

length of the 18S rDNA and partial sequences for COI,
16S, 12S, Histone H3 and 28S rDNA genes. The annealing
temperatures used for each pair of primers are also speci­
fied in Table 2.

For 18S and 28S rDNA genes, the PCR products
were cloned using HTP TOPO TA Cloning'" Kit for

Sequencing (Invitrogen). At least ten colonies were

sequenced for each species in search of the two types
of sequences present in Dugesiidae and Terricola species.
For the other genes, amplification products were

sequenced directly using the same primers used in the
PCR reaction. For cloned products, T3 and T7 primers
supplied by the manufacturer of the sequencing kit were
used. In all cases both chains were sequenced using Big­
Dye (3.1, Applied Biosystems) and an automated sequen­
cer ABI Prism 3730 (Unitat de Genómica deis Serveis
Cientffico-Tecnics de la UB).
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Table l
List of samples used in this study with sampling locality and GenBank accession numbers

Species Region of origin 18S rRNA a 28S rRNA COI

Type I TypeIl
Marieo/a

Family Procerodidae
Proeerodes littora/is lceland Z99950 DQ665985b DQ666050b
Proeerodes p/ebeja lceland DQ665997b DQ665987b DQ666051b

Family Bdellouridae

Subfamily Bdellourinae
Bdel/oura eandida Z99947 AY157154 DQ666029b

Subfamily Palombiellinae
Pa/ombiel/a stephensoni New Zealand DQ666008b DQ665988b

Family Cercyridae
Cereyra hastata Catalonia (Spain) DQ665995u DQ665962b

Continenticola

Superfamily Planarioidea

Family Planariidae

Phagoeata ul/a/a Catalonia (Spain) AF013l49

Phagoeata vitta Catalonia (Spain) DQ665998b DQ665989b DQ666052b
Phagoeata slbirica Z99948

Phagoeata sp. Catalonia (Spain) AFOl3150 DQ665990b DQ666053b
Crenobia alpina Switzerland M58345 DQ665960b AFI78308

Po/yeelis nigra Catalonia (Spain) AF013151

Po/yeelis tenuis Catalonia (Spain) Z99949 AF022762 AFI78321

Po/yeelis felina Catalonia (Spain) DQ665996b DQ665984b DQ666049b
Family Dendrocoelidae

Subfamily Dendrocoelinae
Dendrocoelum /aeteum France AJ312271 DQ665967b AFI78312

Dendrocoelopsis /aetea Menorca (Spain) D85087
Baikalobia guttata Russia Z99946

Dugesiidae+ Terrieo/a

Family Dugesiidae
Cura pinguis New Zealand AF033043 DQ665963b AFI78309

Dugesia gonocephala Netherlands DQ666002b DQ665965b DQ666033b
Dugesia etrusca Italy AFI78310
Dugesia japonica Japan AF013153 D83382 DQ665966b DQ666034b
Dugesia ryukyuensis Japan AF050433 DQ665968b AF178311

Dugesia sicula Catalonia (Spain) DQ665969b DQ666035b
Dugesia subtentacu/ata Spain M58343 AF013155 DQ665970b DQ666036b
Girardia anderlani Brasil DQ666013b DQ665972b DQ666038b
Girardia dorotoeepha/a Indiana (USA) AFI78314
Girardia sehubarti Brasil DQ666015b DQ665976b DQ66604lb
Girardia tigrina Montpellier (France) AF013157 AF013156 DQ665977b DQ666042b
Neppia montana AF050432 AFI78319

Neppia sp. New Zealand DQ665999b DQ665982b DQ666046b
Romankenkius libidinosus Z99951 AF022766
Schmidtea mediterranea Catalonia (Spain) U31084 U31085 DQ665992b AFI78322
Schmidtea po/yehroa Catalonia (Spain) AFOl3152 AF013154 DQ665993b AFI78323
Schmitdea lugubris AF290022
Schmidtea nova AF290023

Spathu/a sp. New Zealand DQ666007b DQ665994b AFI78324
Spathu/a alba New Zealand DQ666009b DQ666006b DQ665991b DQ666054b
Terricola

Family Bipaliidae
Btpalium adientitium Leingston (USA) DQ666000b DQ665956b AFI78306
Bipalium kewense AF033039 AF033045 AF026119/AF022756
Bipalium mu/tilineatum Japan DQ666012b DQ665957b
Bipalium nobile Japan DQ66600lb DQ665958b
Bipalium sp. Japan DQ665959b AFI78307
Nooibipalium venosum Japan DQ666019b DQ665981b DQ666048b

icontinued on next pagel
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Table I icontinued¡

Species Region of origin 18S rRNA' 28S rRNA COI

Type 1 Type II

Farnily Geoplanidae
Subfamily Caenoplaninae
Artioposthia testacea Marlborough (Australia) DQ666010b DQ665952b AFI78305

Artioposthia sp. Australia L41133 DQ666011b DQ665954b AFI78325

Arthurdendyus triangulatus AF033038 AF033044 DQ665953b DQ666027b
Caenoplana caerulea Liverpool (UK) AF033040 AF033046 DQ665961b DQ666030b
Caenoplana sp. AF048765 DQ665964b DQ666031b
Caenoplana sp.4 DQ666032b
Newzealandia sp. AF05043I

Australoplana sp. Australia AF033041 AF050434 DQ665955b DQ666028b
Subfamily Geoplaninae
Geoplana burmeisteri Santinhos (Brasil) DQ666004b DQ665973b DQ666039b
Geoplana ladislavii Brasil DQ666005b DQ665975b AFI78315

Geoplana quagga Brasil DQ666014b DQ665974b DQ666040b
Geoplana sp. Uruguay DQ666016b DQ665978b DQ666043b
Notogynaphallia sp. Sao Leopoldo (Brasil) DQ666018b DQ665983b DQ666047b

Family Rhynchodemidae
Subfamily Rhynchodeminae
Dolichoplana sp. DQ666003b DQ665971b DQ666037b
Platydemus manokwari Townsville (Australia) AF048766 DQ665986b AFI78320

Subfamily Microplaninae
Microplana nana Catalonia (Spain) AF033042 AFI78316

Microplana scharffi Comwall (UK) AF050435 DQ665979b DQ666044b
Microplana terrestris Catalonia (Spain) AFI78318

Microplana sp. Catalonia (Spain) DQ666017b DQ665980b DQ666045b
a Only species belonging to the Dugesiidae + Terricola clade have two types of 18S rDNA gene. The rest have only one type.
b Sequences obtained for this study.

Table 2

Forward (F) and reverse (R) PCR primers (also used in sequencing)
Name Sequence 5'-3' Annealing temperature (oC) Source

18S rRNA 45

18S_IF TACCTGGTTGATCCTGCCAGTAG Carranza et al. (1996)
18S_5R CTTGGCAAATGCTTTCGC Carranza et al. (1996)
18S_5F GCGAAAGCATTTGCCAAGAA Carranza et al. (1996)
18S_9R GATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC Carranza et al. (1996)
18S_4F CCAGCAGCCGCGCTAATTC Carranza et al. (1996)
18S_7R GCATCACAGACCTGTTATTGC Carranza et al. (1996)

28S rRNA

28S_IF TATCAGTAAGCGGAGGAAAAG 52 This study
28S_3R CCTTGGGTCCGTGTTTCAAGAC 52 This study
28S_2F CTGAGTCCGATAGCAAACAAG 49 This study
28S_4R CCAGCTATCCTGAGGG 49 This study
28S_3F GTCTTGAAACATGGACCAAGG 53 This study
28S_6R GGAACCCCTTCTCCACTTCAGT 53 This study

COI 43

COIpr-a2 AGCTGCAGTTTTGGTTTTTTGGA Bessho et al. (1992)
COIpr-b2 ATGAGCAACAACATAATAAGTATCATG Bessho et al. (1992)

16S 45
16SA CGCCTGTTTATCAAAAACAT Arnedo et al. (2004)
16SB2 CTCCGGTTTGAACTCAGATCA Arnedo et al. (2004)

12S 40
12SbS TGAGGAGGGTGACGGGCGGT
l2SA CTGGGATTAGATACCCCACTAT

H3 48

H3a_F ATGGCTCGTACCAAGCAGAC(AGC)GC Colgan et al. (1998)
H3a_R ATATCCTT(AG)AT(AG)GTGAC Colgan et al. (1998)
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2.3. Sequen ce alignment

Alignments were obtained for those sequences success­

fully amplified (18S type I and type 11, 28S, COI and

16S). SeqEd (v. 1.03, Applied Biosystems) was used to

revise the chromatograms and obtain the definitive

sequences. CIustaIX (v. 1.8; Thompson et al., 1997) was

used to align the sequences, and the alignments were finally
revised by hand with the help of a computer editor (BioEd­
it v. 7.0). New 18S sequences were added to an existing
alignment based on their secondary structure. The COI

gene was aligned using the amino acids and then retrans­

lated to nucleotides. In all cases, those positions that couId
not be unambiguously aligned were subsequently excluded
from the analyses.

Individual alignments were merged in a concatenated

alignment. Because species sampling for all genes was not

identical (due to difficulties in amplifying certain genes,
or insufficient amounts of sample) only those species with
at least two completely sequenced genes were used in the
concatenated alignment (Table 1). Missing genes were

denoted as Ns.

The sequence alignments and the weighting masks that
determine the nucleotides positions taken for the analyses
are available from the authors and can also be downloaded
from http://www.ub.es/geisan/MARTA_2.HTML.

2.4. Phylogenetic analysis

Prior to the reconstruction ofphylogenies, a relative rate

test for all taxa and for each gene was performed in
RRTree (Robinson-Rechavi and Huchon, 2000), each
taxon considered as a separate Iineage. A saturation test

was also performed for each gene using DAMBE (Xia
and Xie, 2001) and a nucleotide composition test was run

using TreePuzzle v. 5.2 (Schmidt et al., 2002).
To assess the orthology of the ribosomal sequences (i.e.

their belonging to either the type I or type 11 of ribosomal

cluster) for the dugesiid and terricolan species Neighbor­
joining (NJ) trees were inferred. For 18S the two types of

sequences were present while for 28S only one type of

sequence was recovered. Henceforth, for 18S two indepen­
dent alignments were used (named 18S-tl and 18S-t2), one
for each type of sequence, using the 18S sequences from the

Planarioidea and the Maricola triclads as the outgroup in
both cases.

For phylogenetic inference six different datasets

(Table 3) were analyzed: each gene independently (COI,
18S-tI, 18S-t2 and 28S datasets), the four genes concate­

nated (complete dataset), and a concatenated set excluding
COI sequences (hence called tl + t2 + 28 dataset).
NJ analyses and bootstrap resampling (1000 repli­

cates) were performed using the set of programs in the
PHYLIP package (Felsenstein, 1993), correcting the dis­
tances with the two-parameter method of Kimura

(1980). ML trees were inferred using FastDNAmI (Fel­
senstein, 1981; Olsen et al., 1994), with global and jum­
ble options; the gamma distribution was implemented
using the parameters (eight categories) inferred with
TREE-PUZZLE (v.5.2; Schmidt et al., 2002). Bootstrap
values with FastDNAmI were calcuIated only for the
ti + t2 + 28 dataset (due to time Iimitations) using a par­
allel version of the program (http://rac.uitsju.edu/hpc/
fastDNAml/index.shtm) at the MareNostrum supercom­

puter (Barcelona Supercomputing Center, BSC, IBM).
BI trees were inferred using MrBAVES v. 3.0 (Ronquist
and Huelsenbeck, 2005) with the model recommended by
ModeItest (v. 3.6, Posada and Crandall, 1998) under the
Akaike information criterion. One million generations for
two independent runs were performed, to calculate the

consensus tree the first 100,000 trees in the sample were

removed to avoid including trees sampled before Iikeli­
hood values had reached a plateau. For concatenated
datasets the parameters for the model were unlinked
for each gene.

Representatives of maricolans were chosen to root the
Continenticola tree because they are known to be its sister

group (Carranza et al., 1998a,b; Baguñá et al., 2001). For
the Terricola + Dugesiidae trees, species of Dendrocoeli­
dae and Planariidae were chosen because they represent a
closer root (see Section 3).

Competing topologies based on previous hypothesis
were evaluated. The aItemative topologies were con­

structed using TreeView and the approximately unbiased
test (AU, Shimodaira, 2000) was performed (RELL;
1,000 replicates) in CONSEL (Shimodaira and Hasegawa,
2001), PAUP (Swofford, 2000) was used to prepare the

input dataset for CONSEL.

Table 3
Number of sequences analysed for each gene and taxonomical group, the nurnhers in parenthesis indicate the number of sequences obtained for this study

Group 18S rRNA type 1 (ti) 18S rRNA type Ir (t2) 28S rRNA (28) COI TI + T2 + 28 Complete
Maricola 5(3) 5(3) 5(4) 3(3) 5 5
Planarioidea 11(2) 11(2) 6(5) 6(3) 6 7

Dugesiidae 9(2) 11(5) 14(13) 19(9) 14 16
Terricola 6 17(12) 21(20) 21(13) 20 22

Total 31(7) 44(22) 46(42) 49(28) 45 50

Total number of nucleotides in the

alignment
1690 1690 1495 206 4875 5081

The last row indicates the length in nucJeotides of the final alignment for each gene.
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3.1. New genes tested and sequences obtained

Of the 4 new genes to be tested as markers for phyloge­
netic inference in the Tricladida (nuclear: 28S rDNA, His­
tone H3; mitochondrial: 16S and 12S rDNA), two (Histone
H3 and 12S) could not be amplified despite multiple
attempts under different PCR conditions. Primers used

were universal and had been used previously in multiple
studies. However, triclads might have sequence variations
that hindered amplification. For 16S, sequences were

obtained for 9 species (A. triangulatus, B. adventitium, Den­
drocoelum, C. alpina, S. alba, S. mediterranea, G. doroto­

cephala, B. multilineatum and D. subtentaculata), but after
alignment they showed a degree of variability unsuitable
for the level of analysis required. Therefore sequencing of
16S was rejected. Finally, 28S was successfully amplified
for most species.

Table 1 lists the studied species and successfully
sequenced genes in this and previous studies. A total of
seven new 18S type 1, 22 type 11, 42 28S and 28 COI

sequences were obtained.
To avoid sequences carrying misleading phylogenetic

information, tests were run prior to analysis. First, all

sequences were found to have the same nucJeotide compo­
sition. Moreover, the relative rate test showed that all pairs
of sequences had equivalent rates of substitution. There­

fore, neither biased nucJeotide composition nor long­
branch attraction problems among species seem likely.

3.2. Individual gene phylogenies

The number of sequences used in each analysis and the
total length of each alignment is surnmarized in Table 3.
For the COI gene (COI dataset), graphical analysis of sat­
uration indicated the need to remove third codon positions.
In fact, all three codon positions showed this molecule to

be quite saturated.

Bayesian trees (not shown) were inferred from the four

independent datasets using maricolans as outgroup. In all

cases, the rooting resulted in Planariodea being the sister

group of the Dugesiidae + Terricola elade. This topology
confirms, using independent datasets, that paludicolans
are paraphyletic because they inelude the Terricola, which
have a closer relationship to the Dugesiidae, as previously
shown (Carranza et a1., 1998a,b; Baguñá et a1., 2001).

BI trees obtained from these independent datasets using
planarioidea as outgroup are shown in Supplementary data
2 (A, 18S-tl; B, 18S-t2; C, 28S; D, COI). The 18S-tl and
COI trees do not contain enough information to address
the main questions posed for this study. For the former,
this is due to poor sampling of dugesiid + terricolans.
For the latter, despite rich sampling, the short length of
the sequences and their saturation leads to a lack of resolu­
tion, giving rise to large polytomies (in which nodes with

posterior probabilities under 0.5 have been collapsed).

The 18S-t2 and 28S trees have better resolved topologies
and show sorne well-supported coinciding elades: the cJus­

tering with maximum support of the genera Dugesia and

Schmidtea; the unexpected elustering, also with maximum

support, of the Rhynchodeminae with the Caenoplaninae;
and the monophyly of families and subfamilies within the
Terricola (Geoplaninae, Caenoplaninae, Microplaninae,
Rhynchodeminae and Bipaliidae) and of sorne dugesiid
genera (Schmidtea and Dugesia). A second unexpected
result is the grouping, also supported in both trees, of
two dugesiid genera (Spathula and Romankenkius) within
a terricolan elade, despite having a different sister group
in each tree.

3.3. Concatenated phylogenies

For the whole alignment the average amount ofmissing
data is 25%, with six species having ambiguous characters

(N's, gaps and IUPAC uncertainties) over 50% (Geoplana
sp. (52.78%), Notogynaphallia (50.82%), G. anderlani

(51.58%), M. nana (57.74%), D. sicula (54.18%), N. mon­

tana (62.72%».
From this dataset we inferred a first bayesian tree using

the species of Maricola as outgroup. The tree obtained

(Fig. 2A) showed, as expected, the Planarioidea as the sis­
ter group to the Dugesiidae + Terricola. Noteworthy fea­
tures of this tree are the length of the branch separating
the Maricola from the ingroup and the large distances
between genera, distinctly greater than those for the other
clades. Using the Planarioidea as outgroup the tree

obtained (Fig. 2B) is basically similar to that of Fig. 2A
though sorne posterior probability values have increased

(green cireles in Fig. 2B), probably due to removal of

homoplasies (noise) generated by the too distant maricolan

outgroup. A new tree was then inferred using maximum
likelihood (Fig. 2C). Surprisingly, the main difference
between BI and ML trees is their different rooting points.
While in the BI tree the outgroup roots the Dugesii­
dae + Terricola in the branch leading to the Geoplaninae
(Fig. 2B), in the ML tree (Fig. 2C) the outgroup roots

the Dugesiidae + Terricola at the branch leading to the

dugesiid genus Neppia.
Next we examined the effect of removing COI sequences

from the concatenated dataset. Independent analyses of
COI data (Suppplementary data 2D) had shown this mol­
ecule to be non-informative at the level we were interested
in. In this new dataset, sorne species were removed to avoid
an increase in the missing data (again, only species with
more than two genes were ineluded). The trees obtained

using BI and ML methods had identical topologies
(Fig. 2D). Posterior probabilities compared to those of
the previous tree (Fig. 2B) were usually higher (green cir­
eles in Fig. 2D), bootstrap values for ML were also
calculated.

The above-mentioned rooting problem prompted us to

carry out further analyses. We inferred a phylogeny with­
out outgroup from the complete dataset using BI and
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Fig. 2. (A) BI tree inferred from tbe complete dataset using maricola as outgroup, values at nodes are posterior probabilities (PP); (B) BI tree infcrred

using Planarioidea as outgroup, green circles indicate nodes tbat in crease in support witb respect to the analysis in (A); (C) Tree obtained by ML witb tbe

same data as tree in (B); (D) BI and ML tree obtained excluding COI from the alignment (ti - t2 - 28S dataset), numbers at nodes are PP/ bootstrap
values obtained by ML. Colors represent major groups: Dugesiidae (bold black), Geoplaninae (Iight blue), Bipaliidae (green), Caenoplaninae (orange),
Rbynchodeminae (brown), Microplaninae (magenta), Planarioidea (regular black), Maricola (dark blue). Scale bar represents number of substitutions per
site. T' and D' stand Ior Terrícola" and Dugesiidae", respectively.

ML (Fig. 3). Tbe resulting trees bave tbe same general
topology, even wben COI was not included only minor dif­
ferences were observed in tbe relationsbips witbin or

among sorne genera. A NJ tree including outgroup was

also inferred (not shown, see Section 4 for an explanation).
For tbis tree tbe rooting point was in tbe brancb separating
Dugesiidae" from Terrícola".
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Comparison of all the trees reveals several regularities,
sorne bigbly supported. Firstly, for tbe concatenated align­
ment tbe paludicolan genera Spathula and Romankenkius

always group witbin tbe Terricola clade. For tbis reason,
and from now on, we will define Dugesiidae" as tbe group
of dugesiids analysed, excluding tbe paludicolan genera
Romankenkius and Spathula, and Terrícola" as tbe group
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Dugesiídae*

Fig. 3. Unrooted tree inferred from the complete dataset, Red arrows indicate the long brancbes where the outgroup roots the tree, the green arrow

indicates the branch separating Dugesiidae" and Terricola", for explanation see text. Values at nodes are posterior probabilities (PP). Color code as in

Fig. 2 Scale bar represents number of substitutions per site. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the
web version of tbis article.)

M.scharffi

Terrlcota"

constituted by all the terricolans plus those two paludicol­
an genera. A monophyletic Dugesiidae" appears in all trees

except in the ML tree obtained with the complete dataset

(Fig 2C), in which the outgroup roots the tree in the

long-branch leading to the genus Neppia, thus rendering
the Dugesiidae" paraphyletic. Within the Dugesiidae", the
genera Girardia and Neppia branch first, in that order, fol­
lowed by a highly supported Dugesia, Schmidtea, and Cura

elade, within which the groupings vary depending on the

dataset (compare Figs 2 and 3).
A monophyletic Terrícola" was recovered in the ML

tree using the complete dataset (Fig. 2C) and also when
no outgroup was ineluded (Fig. 3, 0.92 PP for the

branch separating Dugesiidae" from Terrícola"). This

group is also recovered in NJ analyses (trees not shown)
both with the complete and the tI + t2 + 28 datasets (87
and 72 Bootstrap support, respectively). In all other

cases, the outgroup roots the tree within the branch lead­
ing to the Geoplaninae, rendering the Terrícola" para­
phyletic. Within the monophyletic Terricola" the

branching order is also well reproduced: first the Bipalii­
dae, followed by two groups, both with low support. The
first is a paraphyletic Geoplanidae that ineludes the

Rhynchodeminae (belonging to the Rhynchodemidae)
as the sister group to the Caenoplaninae (always with

high support). This anomalous grouping appears in all

trees, even when the Terrícola" is not monophyletic.
The second group, also anomalous, groups the Microp­
laninae (the second subfamily of the Rhynchodemidae
examined in this study) with two paludicolan genera,
Romankenkius and Spathula, though this is not always
highly supported (Fig. 2B: 0.84; Fig. 2D: 0.97; Fig. 3:

0.69).

3.4. Comparison 01 topologies (hypothesis testing)

Alternative topologies (Table 4) were tested against the
best tree obtained with the 18-tl + 18-t2 + 28 dataset using
ML and BI (see topology in Fig. 2D). First, to test the

monophyly of the Terrícola", we compared two trees with
a monophyletic Terrícola" but with different internal topol­
ogies: Geoplaninae as basal terricolans (Table 4; 2a), or
reproducing the relationships found in cases where the Ter­

ricola" are monophyletic (Fig. 2C and 3, Table 4; 2b).
While the tree with basal Bipaliidae was not significantly
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Table 4

Comparison of topologies using the approximately unbiased test

(1) Original tree (Fig. 3D)

(2) Monophyly of the Terrícola"
(a) Geoplaninae basal

(b) Bipaliidae basal

(3) Positions for the genera Romankenkius and Spathula
(a) Basal group to the monophyletie Terrícola" with Geoplaninae in a basal position
(b) Basal group to the monophyletie Terrícola" with Bipaliidae in a basal position
(e) Basal group to the rest of the Dugesiidae"
(d) Basal group to the rest of the Dugesiidae" being Terrícola" monophyletie with Geoplaninae basal

(e) Basal group to the rest of the Dugesiidae" being Terrícola" monophyletie with Bipaliidae basal

(1) Sister group to the rest of the Dugesiidae + Terrieola

(g) Sister group to the rest of the Dugesiidae + Terrieola, Terrícola" monophyletie with basal Geoplaninae
(h) Sister group to the rest of the Dugesiidae + Terricola, Terrícola" monophyletie with Bipaliidae basal

(4) Position of the Rhinehodeminae

(a) Geoplaninae as sister group to the Caenoplaninae plus the Rhynehodeminae
(b) Rhynehodeminae forming a monophyletie group with the Microplaninae
(e) Rhynehodemidae monophyletie with Spathula and Romankenkius as sister group
(d) Geoplanidae monophyletie, and Rhynehodemidae monophyletie too

(e) Geoplanidae monophyletie, and Rhynehodemidae too, with Spathula and Romankenkius as sister group

Likelihood P

Best

35989.75763313 0.0258
35983.43218467 0.238

36006.82646531 0.004"
36000.74366904 0.0248
35986.87693657 0.0108
36016.39940067 2e-0068
36006.80022066 0.0078
36009.94675608 0.0028
36015.41664591 ge-007"
36005.70958814 0.0088

35986.21495170 0.103
36021.44905437 ge-0068
36039.74753573 7e-0058
36050.32814784 3e-0048
36059.04334583 3e-0048

8 Hypothesis rejeeted when P values < 0.05 for the approximately unbiased test.

worse than the best, the one with Geoplaninae branching
first was significantly worse.

Secondly, we tested different positions for the genera
Romankenkius and Spathula: as a basal group to the Terri­

cola (Table 4; 3a and b), as a sister group to the rest ofthe

Dugesiidae (Table 4; 3c-e), and as a sister group to the rest

ofthe Dugesiidae + Terricola (topologies 3f-h, Table 4). In
all cases, the alternative trees were significantly worse than
the best tree.

Finally, we examined the position of the Rhynchodemi­
nae, testing a tree with a monophyletic Terrícola" in which
the Geoplanidae included the Geoplaninae as a sister

group to the Caenoplaninae plus the Rhynchodeminae
(see trees 2C and 3, topology 4a in Table 4). This topology
was not significantly worse than the best. If the Rhyncho­
deminae was moved to form a monophyletic group with
the Microplaninae (also belonging to the Rhynchodemi­
dae, topologies 4b-e, Table 4) the new topology was always
worse, irrespective of whether Romankenkius + Spathula
was kept within this clade or elsewhere in the tree.

4. Discussion

4.1. New data and informative content ofthefour genes used

Carranza et al. (1999) showed that the two ribosomal

gene clusters present in Dugesiidae and Terricola evolved

independently, being homogenised by concerted evolution
within each of them, but not between them. This allows
the two types of ribosomal genes to be used as independent
data with which to infer the internal phylogeny of the Con­
tinenticola, increasing the amount ofphylogenetic informa­
tion available. Hence, we had three sets of data from the
ribosomal cluster: 18S type 1 (18S-tl), 18S type II (18S-
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t2) and 28S (unknown type, 28S). The independent analy­
ses of the three datasets (Suppplementary data 2) show
18S-tI to have less resolving power than 18S-t2, probably
due to the poor sampling of Dugesiidae + Terricola 18S­
ti and, most importantly, to its lower rate of substitution.
18S-t2 evolves on average 2.3 times faster than 18S-tl (Car­
ranza et al., 1999). 28S was sampled from more species, and
its rate of substitution is higher than that of 18S-t2. This
increases the information content at the family and higher
taxonomic levels, while it does not exceed the threshold

separating informative variation from homoplasy.
For COI there was good Continenticola sampling. How­

ever, all evidence (e.g. saturation tests, length of the

branches in the tree, and lack of resolution at the family
and upper taxonomic levels) shows this molecule to be
too variable at this taxonomic level. At the genus level,
while COI sequences show slow rates of change within
and between some terrestrial genera (Geoplana, Artiopos­
thia, Australoplana, Caenoplana), it shows a high degree
of variation within others, namely paludicolans (Dugesia,
Schmidtea, Girardia). This indicates that COI can help to
set out internal relationships within these latter genera,
but not the former.
For the 16S mitochondrial gene we also found an excess

of variation in the comparisons within the Continenticola.
Combined with the COI results, this clearly indicates that
the mitochondrial genome is not a good source of informa­
tion for the Continenticola phylogeny.

4.2. Continenticola phylogeny, new strategies

The final data matrix of the concatenated dataset had a

mean 25% missing data. Recent studies (Wiens, 2005; Phi­
lippe et al., 2004) demonstrate that thepresence ofmissing
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data (even reaching 90%) does not negatively affect the

phylogenetic inference but, rather, it seems to increase res­

olution thanks to higher species sampling. Our results show
that concatenated alignments increase the resolution of the
inferred phylogenies compared to those from independent
datasets. However, the fact that for the complete dataset
the support values for most clades are lower than those

obtained in the set excluding the COI gene (compare Figs.
2B and D) indicates that the inclusion of an excessively var­
iable gene does not substantially improve the information
content but, on the contrary, increases the noise/signal
ratio, obscuring the information content of the other
molecules.

4.3. Rooting problems

Comparison of the trees obtained with the different
datasets and methods shows in most cases the Terrico­
la + Dugesiidae rooted at a branch within the Terricola',
namely the branch leading to Geoplaninae (Figs. 2A, B
and D) or, in sorne cases, to Bipaliidae (not shown). In
the remaining cases, they are rooted at the branch leading
to the genus Neppia (Fig. 2C) within the Dugesiidae", In
the unrooted tree (Fig. 3) the internal branches are clearly
extremely short compared to the branches leading to fam­
ilies or genera. In particular, the three alternative branches

(Fig. 3: red arrows) where the outgroup roots the Dugesii­
dae + Terricola are extremely long compared to the more

internal branches. Holland et al. (2003) performed a simu­
lation study using a model tree with long external and short
internal branches. Their results showed that the most com­
mon error was that outgroup was erroneously placed on

one of the long branches. All methods analysed in that

study (including MP, UPGMA, NJ and ML) are affected
to a greater or lesser extent by this problem, but strangely
enough NJ recovers the correct rooting in more cases than
the other methods (for this reason we decided to infer a NJ
tree for the complete and 18t1 + 18t2 + 28 datasets). Hol­
land et al. also showed that in a few cases this misplace­
ment also disrupted the real ingroup topology. When this

happens, comparison of the ingroup topology obtained
with and without outgroup showed the latter was more fre­

quently correcto The present study suffers from this effect,
termed long edge attraction by Hendy and Penny (1989),
and is a special case of long-branch attraction. Although
having selected the sister group as outgroup, this roots

the Dugesiidae + Terricola on one long-branch instead of
on one internal short branch, due to long edge attraction.
This leaves us with the uncertainty of where the root

should actually be situated. However, there are a number
of important points arising from all the trees inferred: (1)
in the unrooted tree there is a clear split between the Terri­
cola' and Dugesiidae' supported by a PP of 0.92 (Fig. 3:

green arrow), and the NJ trees (not shown) also root the
tree in this branch; (2) the monophy1etic Dugesiidae' is
highly supported and its internal relationships are identical
in the rooted and unrooted trees; (3) the relationship

among families and subfamilies within the monophyletic
Terricola' is also identical in the rooted and unrooted trees;
and (4) in the comparison of topologies, the tree with a

monophyletic Terricola' containing a basal Bipaliidae is
not significantly worse than the best tree obtained (Table
4; 2b).
All these facts taken together with the observations of

Holland et al. (2003) most likely indicate that the actual

point of rooting for the Dugesiidae + Terricola clade is
the short branch separating Dugesiidae' and Terricola' in
the unrooted tree (Fig, 3; green arrow). Although more

data are needed to give full support to this hypothesis,
we think the present data clearly point to this and conse­

quently, from now on, we consider it our working
hypothesis.

4.4. Dugesiidae + Terricola internal relationships

Fig. 4 shows the cladogram that summarizes our

results. The Dugesiidae + Terricola divides into two main

monophyletic groups which we have named Dugesiidae'
and Terrícola". The former includes a11 species from that

family except those belonging to the genera Spathula and

Romankenkius, and the second group includes all terri­
colan species plus the Spathula and Romankenkius

species.
Within the Terrico1a', the subfamilies Caenoplaninae

(family Geoplanidae) and Rhynchodeminae (farnily Rhyn­
chodemidae) always cluster with high support. This clade is

,...------------ Marlcola

----------- Planarloldea

,...---- Girare/la

Dugesiidae*
,...--Neppla

Dugesia

Schmidtea

Cura

Geoplaninae

Caenoplanlnae

Rhynchodemlnae

Microplanlnae

Spa!t'ula
Romankenkius

------Bipallidae

Fig. 4. Cladogram sununarizing the results of our phylogenetic analyses,
see text for discussion.
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highly supported even in the phylogenies inferred from the

individual gene alignments (Suppplementary data 2), and
hence by independent inforrnation coming from the
nuc1eus and the mitochondria. A polyphyletic Rhyncho­
demidae together with a paraphyletic Geoplanidae have

previously been described (Baguñá et al., 2001). The para­

phyletic Geoplanidae constituted by Geoplaninae + (Cae­
noplaninae + Rhynchodeminae) does not receive high
support in the unrooted tree (0.7 PP Fig. 3) but comparison
of the topologies shows that this topology is not signifi­
cantly worse than the best obtained. On the other hand,
all the topologies tested with a monophyletic Rhyncho­
demidae are significantly worse. A morphological revision
of the members of the Rhynchodeminae subfamily is
needed both to corroborate these molecular findings and
to propose a likely taxonomic revision.

The second subfamily of the Rhynchodemidae, the

Microplaninae, is mostly found forrning a peculiar c1ade

with species of the dugesiid genera Spathula and Roman­

kenkius. This c1ade gets high support for the ti + t2 + 28
dataset BI tree, and all the altemative topologies tested
for Spathula and Romankenkius (sister group to Terrico­

la", to Dugesiidae" or to Dugesiidae + Terricola) result
in significantly worse trees. Thus, all the molecular data

c1early point to inc1usion of these freshwater genera deep
within the Terricola, and hence to a retum to freshwater
habitats from land. From a morphological point of view,
Meixner (1928) and BaH (1981) considered the reduction
of the anterior gut trunk (the precerebral coecum, present
in the Maricola) to be a derived character and conse­

quently an autapomorphy for the Paludicola. However,
several species of Paludicola belonging to the genera

Spathula, Eviella and Romankenkius bear a precerebral
coecum. While sorne species of land planarians (Sluys,
1989a) also bear a precerebral coecum, the distribution
of the character state over the groups is less well-known
than in the Maricola and the Paludicola. Although this

might indicate a synapomorphy between Spathula, Eviella
and Romankenkius and the Terricola, wider taxon sam­

pling for molecular analyses and more in depth morpho­
logical studies are c1early needed to lend further support
to this unexpected resulto

Finally, all the evidence (unrooted tree topology and

hypothesis testing) points to Bipaliidae as being sister

group to the rest of the Terrícola". These confticts with
all hypotheses put forward so faro Based on their world­
wide distribution, Winsor et al., 1998 proposed that

rhynchodemids are the most earIy divergent terrícolans,
while Marcus (1953) and Froehlich (1967) (cf, Sluys,
1989a), using characteristics of the copulatory organ, sug­
gested that Microplaninae are the earliest divergent terri­
colan c1ade. However, as already mentioned, the lack of
a real c1adistic analysis within the Terrícola and of an

extensive character analysis of its species, prevents these

hypotheses being accepted or rejected.
Within the Dugesiidae" the situation appears to be

much c1earer. This group always receives high support.
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The genus Girardia (so far distributed both in America
and Australia) splits first from the rest, followed by Nep­
pia, which is restricted to the Southem hemisphere (South
America, Australia, Madagascar and South Africa).
Finally, a highly supported monophyletic c1ade inc1udes
the genera Schmidtea, Cura and Dugesia. The relation­

ships among these three genera show a closer relationship
among Schmidtea and Dugesia with high support. The

geographical distribution of the three genera also fits this

relationship. Cura inc1udes species distributed in Austra­

lia, and South and North America. Species of Dugesia
have a wide Palearctic and Ethiopian distribution (Africa,
Asia and Europe), whereas species of Schmidtea are

restricted to Europe. In vicariance terrns, we can think
of Cura as the oldest genus of this group, with an early
cosmopolitan distribution now restricted to three areas,

while the other two genera originated in Laurasia or the
African part of Gondwana.

4.5. An evolutionary history for the land planarians

Based on the evidence given aboye we can make sorne

preliminary, but interesting inferences on the evolution of
the transition to land in this group of animals.
In the first place, the terrestrial planarians did not evolve

from marine ancestors (BaH, 1981; Sluys, 1989b), but from
a freshwater planarian, which in fact is a simpler transition.
Secondly, the transition from freshwater to terrestriallife
did occur only once. The group that perforrned that transi­
tion was not a member of any of the present day genera of

Dugesiidae but, most probably, a common ancestor to

both groups (dugesiids and terricolans). Once the terres­

trial niche had been colonized, Bipalüdae would have been
the first farnily to diverge from the rest, this group present­
ing sorne particular characteristics like the presence of

many marginal eyes forrned by a pigmented cell (Shirasawa
and Makino, 1981; Sluys, 1989b), which is unique within
the Terricola. After that divergence, the Microplaninae
and the paraphyletic Geoplanidae would have arisen. To

explain the presence of Spathula and Romankenkius within
the Terrícola" (highly supported in this study), it is neces­

sary to hypothesize a secondary retum to the freshwater
habitat for these two genera. An altemative would be that
the ancestor ofthe Terrícola" c1ade was still adapted to live
in freshwater habitats and the transition to land habitat
occurred more than once within this group, which is a less

parsimonious solution.

4.6. Final remarks

The comparisons made in this study, although at the
level of farnilies and genera, are of very ancient groups.
Based on the molecular rates of substitution for the 18S
genes in dugesiids and terricolans, Carranza et al. (1999)
dated the age of the duplication event that occurred in
the ancestor of the Dugesiidae + Terrícola at around lOO
rnillion years ago. Hence, the genera belonging to the
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Dugesiidae and the Terricola are older than the marnmal
orders. This could explain the characteristics of the
observed topology: very long terminal branches and extre­

mely short internal (or basal) ones, and may also explain
the difficulty of finding molecules suitable for solving the
basal relationships of the group. The molecules used in this

study have given important new information, but sorne

points still remain to be solved, and new molecules that

by themselves or added to the present dataset will produce
the missing information have to be found. But also, mor­
phological re-evaluation of many characters for species
already studied and evaluation of those not yet studied is

necessary to understand the evolution of this group, espe­

cially for the terricolan species. For the latter, major taxo­
nomic revision is also clearly needed.
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Suplementary datal

List of described genera for the family Dugesiidae and for the Terricola, after "Tyler,S.,
Schilling,S., Hooge,M., Bush,L:F:, 2006. Turbellarian taxonomic database. Version 1.5

http://turbellaria.umaine.edu''. In bold blue are indicated the genera represented in this study.

Paludicola Hallez, 1892, Ball, 1974, 1981

Dudesiidae Sall,1974

Bopsula Marcus, 1946

Cura Strand,1942

�urtisia Graff,1916

Dugesia Girard, 1851

Eviella Ball, 1977

Girardia Ball, 1974

Neppia Ball, 1974

Reynoldsonia Ball, 1974

Romankenkius Ball, 1974

Schmidtea Ball, 1974

Spathula Nurse, 1950

Terrícola Hallez 1892

Bipaliidae Graff, 1896

Bipalium Stimpson,1857
Humbertium Ogren&Sluys,2001

Novibipalium Kawakatsu, M, Ogren RE, Froehlich EM, 1998

Geoplanidae Stimpson 1857

Caenoplaninae Ogren RE, Kawakatsu, M 1991

Arthutdendyus Jones, 1999

Artioposthia Graff,1896

Australopacifica Ogren&Kawakatsu, 1991

Australoplana Winsor, 1991

Caenoplana Moseley, 1877

Coleocephalus Fyfe, 1953

Endeavouria Ogren&Kawakatsu, 1991

Fletchamia Winsor, 1991

Kontikia Froehlich, 1955

Lenkunya Winsor, 1991

Newzealandia Ogren&Kawakatsu, 1991

Parakontikia Winsor, 1991

Pimea Winsor, 1991

Reomkago Winsor, 1991

Tasmanoplana Winsor, 1991

Timyama Froehlich, 1978

Coenoplana Moseley, 1857
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Geoplaninae Stimpson, 1857

Amaga Ogren&Kawakatsu, 1990

Choeradoplana Graff, 1896

Enterosyringa Ogren&Kawakatsu, 1990

Geobia Diesing, 1862

Geoplana Schul&Mu11,1857

Gigantea Ogren&Kawakatsu, 1990

Gusana Froehlich, 1978

Issoca Froehlich, 1954

Liana Froehlich, 1978

Notogynaphallia Ogren&Kawakatsu, 1990

Pasipha Ogren&Kawakatsu, 1990

Polyc1adus Blanchard, 1845

Pseudogeoplana Ogren&Kawakatsu, 1990

Xarapoa Froehlich, 1954

Pelmatoplaninae Ogren&Kawakatsu, 1991

Beauchampius Ogren&Kawakatsu, 1991

Pelmatoplana Graff, 1896

Rhynchodemidae Graff, 1896

Microplaninae Pantin 1953

Amblyplana Graff, 1896

Artiocotylus Graff, 1896

Diporodemus Hyman, 1938

Geobenazzia Minelli, 1974

Geodesmus Metschnikoff, 1865

Incapora Marcus, 1953

Microplana Vejdovsky, 1890

Othelosoma Gray, 1869

Pseudarticotylus lkeda, 1911

Rhynchodeminae Correa, 1947

Cotyloplana Spencer, 1892

Digonopyla Fisher, 1926

Dolichoplana Moselev, 1877

Platydemus Graff 1896

Rhynchodemus Leidy, 1851
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'---- DJaponica
N.montana

Neppiasp.

0*

1.00

�----Phagocata sp.
P.sibirica

Phagocata uf.

8A

Dendrocoe/um

�--Baikalobia

C,caenilaa

Atnangulatus
Australop/ana T*

�---Mnana

'_'----S.alba

C.pinguis
S.mediterranea

S.polychroa
D.subtentaculata

1_00

*

.-----S.alba
Dolíchoplana sp.

��+-----S�thula sp.
'----- Romankenkius

�---,B,multilinflalum
B,advenlilium

Novibipa/ium
e,nobi/e

0,1

5upplementary data 2. BI phylogenetic trees obtained with the 4 independent sets of data:
A) 185 rDNA type 1; B) 185 rDNA type 11; C) 285 rDNA; D) COI. Values at nodes are poste­
rior probabilities (PP). Colors represent major groups: Dugesiidae (bold black), Geoplaninae
(Iight blue), Bipaliidae (green), Caenoplaninae (orange), Rhynchodeminae (brown), Micro­
planinae (magenta), Planarioidea (normal black), Maricola (dark blue). The scale bar repre­
sents number of changes per position.
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Molecular phylogeny of the Neotropical subfamily Geoplaninae
(Platyhelminthes, Tricladida, Geoplanidae) with a morphological

discussion

FUogenia molecular de la subfamilia Neotropical Geoplaninae (Platyhelminthes,
Tricladida, Geoplanidae) amb una discussió morfológica

Fernando Carbayo, Marta Álvarez-Presas, Cláudia T. Olivares, Fernando Marques i Marta
Riutort

(en preparació)
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Resum

Les planáries terrestres són un grup d'invertebrats forca desconegut, malgrat ser,

possiblement, un deis grups amb major diversitat dins deis tricladides. Degut a la manca

d'especialistes i claus taxonorníques, entre altres problemes, la complexa taxonomia del

grup es troba en constant canvi, cosa que dificulta la identificació d'especies. No obstant,
la necessitat d'obtenir-ne una classificació actualitzada és evident, donada la importancia
d'aquests organismes com a bioindicadors i com a model per estudis ñlogeografícs. Des

de 1990 no hi hagut cap proposta en ferm basada en dades rnorfologiques per resoldre

la filogenia interna de la subfamília Geoplaninae, ni tampoc cap estudi molecular centrat

específicament en el grupo Per aquest motiu, i donada la incorporació de nous generes
en els últims anys, hem realitzat una fílogenla molecular de la subfamília, reforcada amb

trets rnorfologlcs, tant interns com externs. S'han utilitzat tres marcadors nuclears (18S i

28S rDNA, que s'havien usat en estudis previs; i EF-1a, utilitzat per primer cop per inferir

filogenles de planáries) i el gen mitocondrial citocrom oxidasa 1, i hem realitzat l'analisl

ftlogenetíca per máxima versernblanca i inferencia bayesiana. Tot i que alguns punts de la

filogenia no queden ben resolts, hi ha certes agrupacions molt interessants que denoten

relacions no inferides previarnent i que conduiran a la proposta de nous generes i espe­
cies en un futuro L'agrupació deis generes Luteostriata, Issoca i Supramontana és un deis

resultats més robustos obtinguts, així com I'agrupació d'Enterosyringa amb Xerapoa i la

confirmació de I'agrupació de les especies Geoplana goetschi sensu Marcus 1951 i Notogy­

naphallia guaiana. A més, com ja era evident, el genere Geoplana s'haura de reestructurar i

dividir en diferents generes, mantenint-se el grup de les especies Geoplana vaginuloides, G.
chita i G. pulchella com Geoplana sensu stricto. Després d'aquest treball, encara quedaran
alguns generes per incloure a la filogenla, pero s'ha obtingut un patró general que situa la

subfamília Geoplaninae com una de les més diverses dins de les planarles terrestres.
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Molecular phylogeny of the Neotropical subfamily Geoplaninae (Platyhelminthes,
Tricladida, Geoplanidae) with a morphological discussion

Carbayo, Fernando': Álvarez-Presas, Marta': Olivares, Cláudla": Marques, Femando" and
Riutort, Marta'

'Escola de Artes, Ciencias e Humanidades (EACH), Universidade de Sao Paulo (USP), Av. Arlindo Bettio, 1000 Sao Paulo, Brasil 03828-000.
2Departament de Genética, Facultat de Biologia i Institut de Recerca de la Biodiversitat (IRBio), Universitat de Barcelona, Avinguda Diagonal 643 E-08028,

Spain.
3Departamento de Zoologia, Instituto de Biociencias, Universidade de Sao Paulo (USP), Rua do Matao, Travessa 14 Cidade Universitária, 05508-900 Sao

Paulo, Brasil.

Abstract

Despite being probably the most diverse group within the Tricladida, land planarians have received little atten­

tion. Due to several problems (Iack of taxonomic keys and specialists, among others), the complex taxonomy of the group
is constantly changing, making it difficult to identify new or known species. The need to obtain an updated classification
is obvious given the importance of these organisms as bioindicators and as a model for phylogeographic studies. Histori­

cally, only a few proposals on the relationships among some groups within the Geoplanidae, based on distribution data or

some morphological features, have been done. Nonetheless, taxonomical studies have introduced new genera in recent

years. In the present study it is proposed a molecular phylogeny of the subfamily and discussed on the light of morpho­
logical features, both internal and external. We have analysed three nuclear markers (18S and 28S rDNA, which had been

used in previous studies, and EF-1u, used for the first time to infer phylogenies of planarians) and the mitochondrial gene

cytochrome oxidase 1, with Maximum Likelihood and Bayesian Inference methods. Although the most basal nodes of the

phylogeny are not well resolved we recover many monophyletic and supported clades. Some of these clades show inter­

esting relationships that had not been previously inferred, which willlead to the proposal of new genera and species in

the future. After this work, the subfamily Geoplaninae is placed as one of the most diverse within the land planarians.

Keywords: 18S rDNA, 28S rDNA, COI, elongation factor-la, Geoplaninae, molecular phylogeny, morphology,
Platyhelminthes, Tricladida.

Introduction

The terrestrial planarians (Tricladida; Geo­

planidae) are a poorly known group of Platyhel­
minthes although they probably house one of the

highest diversities of species within the Tricladida.

This situation stems from the fact that there are few

specialists in the Geoplanidae. Moreover, terrestrial

planarians have a complex taxonomy in constant

change due to diverse factors: there are no taxonomic

keys to identify the species; often, species identifica­
tion is based on nuances difficult to detect; most de­

scriptions are very old and based only in characters of

external morphology; the type material of many spe­
cies has been lost (Leal-Zanchet and Carbayo, 2000).
The tasks of species identification and description of
new species are, therefore, extremely complicated in

this group. And, nonetheless, they have recently be­

come a group of interest for various reasons. In one

Corresponding outhor: Fernando Carbayo, Escola de Artes, Ciencias e Hu­
manidades (EACH), Universidade de Sao Paulo (USP), Av. Arlindo Bettio,
1000 Sao Pauto, Brasil 03828-000. Email: baz@usp.br

hand, some tropical species have become invasive,
even considered pests, in Great Britain and the Unit­

ed States (Cannon et al. 1999; Ducey et al. 1999; Iwai
et al. 2010). On the other, they have been shown to

be good models for low-scale phylogeographic stud­

ies (Sunnucks et al. 2006; Álvarez-Presas et al. 2011).
Both facts press for the need to identify specimens'

species easily and to have a good evolutionary frame
that c1arifies their relationships.

The family Geoplanidae includes al! the ter­

restrial planarians and is currently divided into four

subfamilies (Sluys et al. 2009; see Riutort et al 2011-

12 for a revision): Geoplaninae, Bipaliinae, Micro­

planinae and Rhyncodeminae. They have a cosmo­

politan distribution (Winsor et al. 1998), but most

of the species are found in the southern hemisphere

(Geoplaninae have an exclusively Central and South

American distribution), while the Microplaninae and

Rhynchodeminae are the subfamilies with the most

northerly distribution (including Europe).
Several authors have contributed to the tax­

onomic study ofthe subfamily Geoplaninae Stimpson
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1857, lncludlng acknowledged scientists such as

Darwin, Müller and Hyman. However, few of them

have ventured into the job ofinferringtheir phylogeny.
The finding of synapomorphies for deducing
common ancestries from morphological characters
is even more complex than the description of the

species. As a consequence, the internal phylogeny of

Geoplaninae is still unknown. There are, even so, a

few phylogenetic proposals for land planarians based

on morphological and distribution data. In 1899, Von

Graff hypothesized that the terrestrial planarians

originated in the lost continent of Antarctica and,

as a consequence of the geological breakage of the

continent, they split tinent, they split into two groups.
On one side, a clade that diversified in Australia and

New Zealand (old subfamily Caenoplaninae, now

tribe Caenoplanini), and in the other a group that

colonized South America (subfamily Geoplaninae)
(cf. Froehlich, 1967). Based on their worldwide

distribution, Winsor and collaborators (1998)

proposed that rhynchodemids are the earliest

divergent terricolans, while Marcus and Froehlich (cf.

Sluys 1989),cusing characteristics of the copulatory

organ, suggested that the Microplaninae should

occupythat basal situation. Carbayo and Leal-Zanchet

(2003) proposed that morphological characters

hitherto unknown or that had not been considered

before were needed to resolve the phylogeny of

Geoplaninae. But, no phylogeny of land planarians
based on morphological data has been proposed
since that work. On some freshwater planarian
groups the number of morphological characters has

been found to be insufficient to obtain fully resolved

phylogenies (Sluys, 1998). Although this still has to be

tested in the land flatworms (there is a morphological
work in progress based on the results by Grau, 2010),
the incorporation of other resources of information,

as has been done for aquatic planarians, will with
no doubt streamline and optimize the process of

inferring their phylogeny. Some authors began
to incorporate molecular data in phylogenetic
studies of planarians little more than a decade ago

(Carranza et al. 1998a; b), and they have already
resulted in an important taxonomic reorganization
of the Tricladida, including the downshifting of the

suborder Terricola to the category of family (Carranza
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et al. 1998a, b; Sluys et al. 2009). Also a molecular

study of the internal phylogenetic relationships of

the Tricladida (Álvarez-Presas et al. 2008) suggests

that land planarians are monophyletic, and placed
the Geoplaninae as sister group of the subfamilies

Rhynchodeminae and Caenoplaninae (in the new

higher classification tribe Caenoplanini is included

within subfamily Rhynchodeminae). Although the

trees obtained on these studies are not fully resolved

for the terrestrial planarians, they show the potential
of this type of data to infer the phylogeny of this

group of organims.
The subfamily Geoplaninae is at present

composed of 17 genera and about 260 described

species. Graff (1912-17) divided the family

Geoplanidae (now subfamily Geoplaninae) in 6

genera: Polycladus Blanchard 1845, Geoplana

Stimpson 1857, Geobia Diesing 1861, Pelmatoplana
Graff 1896, Choeradoplana Graff 1896 and

Artioposthia Graff 1896, based mainly on features

of their external anatomy, as the body shape, the

length of ventral creeping sole (a modification of

the epidermis in the ventral area that provides
propulsion by ciliary or muscle action), the position of

the body orifices and the existence of glands. He also

included some characters from the internal anatomy,

as the presence of adenodactyl (an additional

structure of the male copulatory apparatus). Ogren
and Kawakatsu (1990) reviewed the systematics of

tropicalland planarians splitting the genus Geoplana
in six new genera: Amaga, Notogynaphallia,
Pasipha, Enterosyringa, Gigantea and the group

Pseudogeoplana, the latter being a mixed bag where

all species for which the internal anatomy was not

known were placed. These new genera have to be

added to the existing ones: Geoplana sensu stricto,

Choeradoplana, Geobia, Issoca c.G. Froehlich 1955,

Gusana E.M. Froehlich 1978, Liana E.M. Froehlich

1978, Xerapoa c.G. Froehlich 1955 and Polycladus.
Carbayo and Leal-Zanchet (2003) added Cephaloflexa
and Supramontana, and Carbayo (2010) Luteostriata,
reaching the 17 described genera within the

subfamily Geoplaninae.
The aim of this work is to study land

planarian biodiversity in the Brazilian Atlantic Forest,
and to obtain a robust phylogeny of the subfamily
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Name

Table 1. Forward and reverse PCR oligonucleotides (also used in sequencing)
SourceGene Sequence 5'-3'

EFplatF
EFplatR
EFplatR2
ATPplanF
ATPplanR
18SA
18SB
18SC
18SV
18SL
18S0
28SCl
28S02
28S2F
28S1500R
28S6R
FlatwormCOIF
FlatwormCOIR
BarS
COIR

Elongation factor 1-a
Elongation factor 1-a
Elongation factor 1-a
ATPase-alpha
ATPase-alpha
185 rDNA
185 rDNA
185 rDNA
185 rDNA
185 rDNA
185 rDNA
285 rDNA
285 rDNA
285 rDNA
285 rDNA
285 rDNA

Cytochrome oxidase I
Cytochrome oxidase I

Cytochrome oxidase I
Cvtochrorne oxidase I

GATTGCYCCVVGGYCATCG
GCRATVVGAYTCGTGRTGC
CYTTVACTGARACGTTYTTRAC
CGGATACCTCAGAAAATC
GCCGATCTGCACTTGGC
AACCTGGTTGATCCTGCCAGT
TGATCCTTCCGCAGGTTCACCT
CGGTAATTCCAGCTCCAATAG
CAGACAAATCGCTCCACCAAC
CCAACTACGAGCTTTTTAACTG
AAGGGCACCACCAGGAGTGGAG
ACCCGCTGAATTTAAGCAT
TGGTCCGTGTTTCAAGAC
CTGAGTCCGATAGCAAACAAG
GCTATCCTGAGGGAAACTTCG
GGAACCCCTTCTCCACTTCAGT
GCAGTTTTTGGTTTTTTGGACATCC
GAGCAACAACATAATAAGTATCATG
GTTATGCCTGTAATGATTG
CCVVGTYARMCCHCCVVAYAGTAAA

Geoplaninae including almost all the known genera.

A resolved phylogeny of the group is key to have an

evolutionary context in which to place other studies

as the phylogeographic ones. With these aims

we have made an intense sampling of terrestrial

planarians belonging to the subfamily Geoplaninae in

the Brazilian Atlantic Forest. We have analysed them

morphologically and using various nuclear markers

and a mitochondrial one. Specifically, we have also

checked the correspondence between molecular

clades and morphologically defined species, and we

propose a taxonomic revision of the group basing on

these data.

This study
This study
This study
This study
This study
Medlin et al., 1988
Medlin et al., 1988
Medlin et al., 1988
Medlin et al., 1988
Medlin et al., 1988
Medlin et al., 1988
Hassouna, 1984
Hassouna, 1984
Álvarez-Presas et al., 2008
Tkach,1999
Álvarez-Presas et al., 2008
5unnucks et al., 2006
5unnucks et al., 2006
Álvarez-Presas et al., 2011
Lázaro et al .. 2009

studies (mainly for taxonomic descriptions) in a 10%

solution of formaldehyde for later analysis of their

internal anatomy. The other was fixed in 92-100%

ethanol for the molecular study.

Morphological analysis and species identification

We have carried out analysis of the internal

anatomy of most of individuals included in the

work in order to identify the species For histological

preparations, the worms were cut into smaller pieces
containing the anterior region of the body, the pre­

pharyngeal region, the pharynx and the copulatory
apparatus. The pieces were embedded in Paraplast,
sectioned at 7 11m, and stained with Mallory/Cason
trichrome stain (Romeis, 1989). Drawings were

Taxon sampling and fixation prepared using a camera lucida. AII vouchers are

Material and Methods

deposited in the Museum ofZoology atthe University
The sampling was conducted in the Atlantic of Sao Paulo (N. MZUSP, Supplementary Data Table

Forest of Brazil, including the Serra do Mar corridor 1).
(from the state Rio de Janeiro to Paraná) and

adjacent lands northward and southward extending Molecular study (sequencing procedure)
from the northernmost state Espírito Santo to the

southernmost Rio Grande do Sul, covering a distance

of ca. 2,500 Km.

The animals were collected sampling during
the day (under rocks or rotten logs) or during the

night (in open places, such as tralls, since it is then

when the terrestrial f1atworms are active).lndividuals
collected were photographed and described by
externa I morphology. Subsequently they were cut

into two parts. One was fixed for morphological

Genomic DNA from two individuals per

species (when it was possible) was extracted using
the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Madison, WI, USA) following the protocol described
in Álvarez-Presas et al. (2011). One mitochondrial

and four nuclear genes were amplified, with the

aim of having information from molecules with

different levels of variability that could complement
each other. The nuclear genes used were the ones
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codifying for the RNA molecule of both ribosome

subunits, the 18S rDNA (small) type 11 and 28S rDNA

(Iarge), which had been shown to be good for studies
at family and genus level (Álvarez-Presas et al. 2008).
We also tested two nuclear genes that had not been

used to infer the phylogeny of planarians before: the

elongation factor 1-alpha (EF) and the gene encoding
ATPase-alpha.Asformitochondrial genes,we used the

cytochrome oxidase I (COI) gene, which has already
been shown in previous studies in flatworms to have

low resolution for intrafamily relationships, but to be

good for resolving terminal clades as the relations

among closely related species within genera (Álvarez­
Presas et al. 2008; Lázaro et al. 2009). Mitochondrial
and ribosomal genes were sequenced mostly in the

Universidade of Sao Paulo (USP), while the nuclear

genes were sequenced in the Universitat of Barcelona

(UB). The PCR reactions (25 IlL) performed in the UB

were carried out using Go Taq" DNA polymerase
(Promega). The same primers were used for PCR

amplification and sequencing (Table 1). PCR reaction

for all genes consisted of an initial denaturation step

at 95°C for 5 minutes, followed by 35 cycles with a

denaturation step of 50 seconds at 94°C, a phase of

1 minute of annealing with temperatures of between

44° and 59°C (depending on the sample and the

gene), and an extension step of 30 seconds at 72°C.

Finally, a final extension step of 10 minutes at 72°C

was conducted. The amplification products were

purified with a vacuum manifold (Multiscreen=Hf'S
Vacuum Manifold, Millipore Corporation, Billerica,
MA 01821 U.S.A) and directly used as a template for

sequencing using BigDye (3.1, Applied Biosystems).

Sequencing reactions were run in an automated

sequencer ABI Prism 3730 (Unitat de Genórnlca

deis Serveis Clentífico-Tecnlcs de la UB). It was not

possible to amplify all genes for all individuals due to

poor preservation or lack of enough tissue of some

samples. We discarded the gene encoding the ATPase

alpha as a candidate to infer phylogenies owing to

problems with amplification and the poor quality of

the few sequences obtained.

Phylogenetic inference

We used for the study only those sampled
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Table 2. Number of sequences analysed for each

gene and taxonomical group

Gene
Number Number

of sequences of species
Length

18S rDNA 117 61 1316

28S rDNA 117 61 1229

EF-la 94 53 612

COI 108 61 679

Concatenated 117 60 3836

species for which we had been able to obtain at

least 3 of the 4 genes for one or more individuals

(Supplementary Data Table 1). In a few cases the

sequences of two individuals (coming from the same

population) were merged to have sequences from

enough genes for their species. We prepared five

different datasets, one for each individual gene (18S:
1421 nuc; 28S: 1359 nuc; EF: 612 nuc; COI: 679 nuc),
and one for all the genes concatenated, in which

sequences from individuals with missing genes were

filled with Ns. Ribosomal RNA gene sequences were

aligned using the online version ofthe software Mafft

v. 6 (Katoh et al. 2009) using maxiterate 1000 and

globalpair in>out. In the case of the mitochondrial

gene and the EF-1a., we used the translation into

amino acids for optimal alignment of nucleotides,
using Clustal W with the default settings in Bioedit

v.7.0.9.0. (Hall, 1999). Software Gblocks 0.91b

(Castresana and Talavera, 2007) was used to remove

from the ribosomal genes alignments those regions
presenting ambiguous homology (regions with high
diversity and/or long indels). The parameters used

were: number of contiguous nonconserved positions
(10) and the minimum length of a block (5), allowing
half of the gap positions. Maximum Likelihood (ML)
analyses were run with the software RaxML 7.0.0

(Stamatakis, 2006) with bootstrap support values .

(Felsenstein, 1985) calculated from 10,000 replicates,
and the Bayesian Inference (BI) analyses with the

program Mr. Bayes v. 3.1.2 (Ronquistand Huelsenbeck,

2003). In both methods was used the GTR model

for all datasets, leaving the inference programs to

estimate the best values for all parameters and

hence the model of evolution. For the concatenated

dataset, were established partitions by gene, and
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Figure 1. Bayesian inference tree inferred with the concatenated dataset. * maximum statistical support both in ML and BI inferences;
.maximum support with BI and a bootstrap value >75 in ML; O shows c1ades only supported by BI analyses (>0.85). Nodes without

symbol correspond to c1ades appearing in the BI tree but without statistical support (nor bootstrap either PP).

within the coding genes (COI and EF) by positions,
separating the two first codon positions from the

third ones. Gamma distribution was estimated

for the ribosomal genes, and in the protein coding
genes the partition by positions was considered

enough to account for positional variations of rates,
hence the gamma function was not implemented.
AII parameters were unlinked. Bayesian analyses
were made for 5 million generations, sampling every

1000 trees, using two independent runs with four
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Table 3. Bootstrap/PP values supporting the monophyly of the clades

Clade 18S 28S EF COI Concatenated

Geoplana sensu stricto clade (Ga) 99/1 100/1 99/1 -/0.96 100/1
(Geoplana vaginuloides, G. putchetta, G. chita)
Applanata clade
(Geoplana burmelsteri, G. ladislavii, G. josefi, -/- 77/1 98/1 -t 100/1
G. marmorata, G. carinata)
Cappenia clade
(G. tamoia,G. hina,G. crioula,G. pseudovaginuloides, 86/0.98 81/0.99 .J.,f-,J" -t- 98/1
G. sp n 1, 2, 4, 5)
Guaiana clade

-/- 98/1 82/1 -t- 100/1
(Notogynaphallia guaiana, G. goetschi sensu Marcus)
Matuxia clade

95/1 100/1 100/1 -/- 100/1
(Geoplana matuta, G. tuxaua)
Gb clade

-/- .J.,f-,J" ?/? -/- .J.,/1
(Geoplana phocaica, Geoplana sp n 3)
Gcclade

-/- 100/1 ?/? -/- 100/1
(Geoplana quagga, Geoplana goetschi sensu Riester)
Gdclade

89/1 99/1 -t- -/- 100/1
(Geoplana rubidolineata, G. multicolor)
Gd + Geoplana franciscana -/- -/0.95 -t- -/- .J.,/0.97
Chilean clade

-t- .J.,/0.93 ?/? -t- 94/1
(Gusana, Polycladus)
N clade

-/- 80/1 97/1 0.91f-,J" 100/1
(Notogynaphallia sextriata, N. plumbea, N. parca)

Pclade
.J.,/1 79/1 -t- -t 96/1

(Pasipha, except P. trina)

Choeradoplana -/- 87/1 -t- -t- 99/1

Cclade
.J.,f-,J" -t- -f-,J" -/- .J.,/0.94(Choeradoplana, Cephaloflexa)

Luteostriata -t -t- -/- -t- .J.,/.J.,
Issoca-I. rezendei monophyletic -t -t- 96/0.97 -t .J.,/.J.,

Supramontana 100/1 100/1 98/0.96 -t- 100/1

LIS clade
100/1 100/1 90/1 .J.,f-,J" 100/1(Luteostriata, Issoca, Supramontana)

PEXclade
-t- 83/1 ?/? ?/? 93/1(P. trina, Enterosyringa, Xerapoa)

- the clade does not exist; -.J" the clade has very low support; ? missing one or more components of the clade

chains each and the default priors implemented in dataset.

the program (Revmat=dirichlet (1.00, 1.00, 1.00,

1.00, 1.00, 1.00); statefreq= dirichlet (1.00, 1.00, Results

1.00, 1.00); shape= uniform (0.00, 200.00); pinvar=
uniform (0.00, 1.00); topology= all topologies equally In the samplings performed 13 genera ofthe

probable a priori (uniform); Brlens= unconstrained: subfamily Geoplaninae were found. 47 known (listed

exponential (10.0)). In order to check that both runs in Supplementary Data Table 1) plus 13 new species
have converged, the congruence of the topologies were included in the morphological and molecular

and model parameters of both runs were compared analyses. Of the new species found, some have

using the standard deviation of the split frequencies. recently been described and others are presented
To avoid using the parameters and trees analysed in this paper and will be described in a future

before reaching convergence, 30% of the saved trees publication dedicated exclusively to the taxonomical

were discarded as burn-in for the concatenated revision of the group with detailed descriptions or
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Figure 2. Summary tree showing the well supported clades and their relationships. Numbers correspond to the morphological characters
reinforcing the groups, listed in supplementary data 1. Red numbers correspond to the species in the pictures: 1: Luteostriata graffi; 2:
Issoca rezendei; 3:Supramontana irrítata; 4: Pasipha pinima; S: Geobia subterranea; 6: Geoplana tamoia; 7: Geoplana pseudovaginuloides;
8: Geoplano crioula; 9: Geoplana ladislavii; 10: Geoplana josefi; 11: Geoplana marmorato; 12: Geoplana burmeisteri; 13: Geoplana
carinata; 14: Geoplana chita; 15: Geoplana vaginuloides; 16: Geoplana pulcheJ/a; 17: Enterosyringa pseudorhynchodemus; 18: Pasipha
trino; 19: Xeropoa hystrix; 20: NotogynaphaJ/ia sexstriata; 21: Cephaloflexo araucariana; 22: Choeradoplana iheringi; 23: Cephaloflexa
bergi; 24: Geoplana tuxaua; 25: Geoplana matuta; 26: Geoplana phocaica; 27: Geoplana goetschi sensu Marcus; 28: NotogynaphaJ/ia
guoiana; 29: Geoplana goetschi sensu Riester; 30: Geoplana quagga; 31: Geoplana rubidolíneata; 32: Geoplano multicolor; 33: Geoplana
franciscana; 34: Polyc/adus sp. nov.; 35: Gusana sp. nov.

redescriptions of genera and species. To refer to

the new taxa we will use the term sp. nov. in the

nomenclature ofthe results.

The final molecular datasets are listed in

Table 2. We used six outgroup species all of them

belonging to the sister subfamily Rhynchodeminae
(Supplementary Data Table 1).

Phylogenies of individual genes

In the four cases the inferences made by
BI and ML gave similar results in terms of topology

(not shown). The level of resolution displayed by
the four genes is very different, with 28S being the

gene that recovers more supported nodes. In Table
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3 are shown the bootstrap and posterior probability
values (BV and PPV) obtained in the individual gene

analyses for all the monophyletic groups appearing in

the concatenated tree.

Analyses ofconcatenoted genes

The topology obtained is mainly the same

with both methods (ML and BI), differences affecting

only those nodes that have no statistical support

in any of them, indicating that the differences are

mostly due to lack of information in the data. In all

cases the nodes with lower or no support are basal.

Figure 1 shows the tree obtained with

Bayesian Inference, indicating nodes with statisti ca I

support for both ML and BI methods. We have given
names (invalid for taxonomic purposes, after Art.

11 of the leZN, 2000) to the clades that present

high support for both methods. LIS clade (including

genera iuteostriata, Issoca and Supramontana) is

repeated in all the analyses (including individual

genes trees, Table 3). Genus Pasipha is monophyletic
(P clade, also in the phylogenies inferred with the

ribosomal genes) except for the representative of

the species P. trina that always appears in the PEX

clade. Both groups (LIS and P) have as sister clade

the species Geobia subterranea. The species P.

trina, E. pseudorhynchodemus and X. hystrix (PEX)
constitute another supported clade, sister of a group
consisting on Notogynaphallia sexstriata, N. plumbea
and N. parca (N clade). Genera Choeradoplana and

Cephaloflexa are monophyletic and together form the

e clade (a not statistically supported group). Gusana

sp. nov. and Polyc/adus sp. nov. [Chilean clade) are

grouped together having a sister-group relationship
with the rest of geoplaninids.

The genus Geoplana is polyphyletic and

appears divided into several groups, some of them

with low support either for the group or for their

position within the tree. Two big clusters are highly
supported. One includes the species G. tamoia, G.

hlna, G. crioula and G. pseudovaginuloides [Clade
Cappenia). This group is recovered in the four

individual gene and the concatenated phylogenies,
and contains some of the new species of Geoplana
included in the study (Geoplana sp. nov. 1, 2, 4
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and 5). The other important group, sister to the

previous one, constituted by Geoplana species is

the robust Applanata clade, formed by the species
G. burmeisteri, G. carinata, G. ladislavii, G. josefi
and G. marmorata. Other supported clades are the

Ga or Geoplana sensu stricto clade (G. pulchella, G.
chita and G. vaginuloides), the Gb clade (constituted

by the species G. phocaica and the new species
number 3), and Matuxia clade (Geoplana matuta

and G. tuxaua, supported also independently by the

three nuclear genes). This last group constitutes a

monophyletic supported group with the clades e, N

and PEX. Moreover, the species N. guaiana appears

as a sister group of Geoplana goetschi sensu Marcus

1951 (Guaiana clade), while Geoplana goetschi
sensu Riester, 1938 seems to be more related to

the Geoplana quagga species (Gc clade), a group

presenting different positions in the phylogenies.

Finally, Geoplana rubidolineata and G. multicolor (Gd
clade) appear usually grouped to G. franciscana.

Discussion

Phylogenetic informativeness of the genes
studied

The phylogenetic information content of

the 4 genes is very heterogeneous (Table 3). The

285 ribosomal gene is the one that has retrieved the

maximum number of well resolved ciad es, while the

mitochondrial eOI gene is unable to recover most of

the monophyletic clades foundwith the concatenated
dataset. Genes 18S and EF have an intermediate

situation. In the case of the EF, the lack of resolution

in some parts of the tree can be due to the missing
representatives of some species or genera. The

concatenated dataset shows, as expected, a much

better resolved phylogeny since the markers used

are providing information that may be affecting
different levels of the tree (either basal branches

or internal clades) (Huelsenbeck et al. 1996; Soltis

et al. 1999; Baldauf et al. 2000). Moreover, in some

places the few positions giving support to nodes in

each gene sum up to result in a well supported clade

in the concatenated tree. The use of partitions, as a
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strategy to try to avoid homoplasy in genetic data

(Nylander et al. 2004; Brandley et al. 2009) reducing
the systematic error, has also resulted in better

estimates of posterior probabilities and likelihood

scores (Brandley et al. 2005)(results not shown).
Despite all the efforts invested in the analyses, there

are still nodes lacking statistical support, mainly
in the basal branches linking the major supported
c1usters. Probably more data are needed to recover

a well resolved tree at alllevels.

Molecular phylogeny of Geoplaninae with a

morphological discussion

Of the 17 genera described to date, 13

have been included in this study. The proportion
is quite good, considering that this is the first time

that a molecular study is focused on this particular

subfamily. The shared morphological features within

and between the groups obtained in the molecular

trees (listed in Supplementary data 1; Figure 2) are

important to analyse and understand the evolution

and relationships of the target taxa. Although most

basal nodes of the Geoplaninae are not supported
by hlgh statistical values, we have achieved a good
resolution in the intermediate and terminal nodes

obtaining a quite c1ear overview of the phylogenetic
relationships at the inter- and intra-genera level,

resulting in thedefinition of a numberofmonophyletic
groups. For some genera (Enterosyringa, Geobia,

Gusana, Polycladus, Supramontana and Xerapoa) we
cannot appreciate their monophyletic status because

they are represented by only one species in our data.

Gusana and Polycladus, however, deserve special
mention as they are represented in this study by
species new to science and share a different origin
(Chilean) than the other species included in this work

(all of them Brazilian). The resulting c1ades, discussed

below, involve the future definition of new genera

and redescriptions of some species, but also some

c1usters confirm previous morphological descriptions.

Geoplana group

For Geoplana, molecular data c1early shows
it is not a natural group since it ís divided in diverse

c1usters, hence requiring a systematic revision to split
it into different genera (as has happened in previous

occasions). E.M. Froehlich in 1955 and c.F. Froehlich

in 1967 already discussed about the existence of

some groups within the genus but without proposing
any formal change in its subdivision. Some of these

suggested groups have a very similar composition to

the c1ades got in our trees (Tables Supp. Data 2 and

3). Ogren and Kawakatsu (1990) formalized some

of these groups by defining new genera and some

subgenera (Table Supp. Data 2).

Geoplana sensustricto (Ga) ciade (G. vaginuloides, G.
chita and G. pulchella). Given that this c1ade harbors

the type species of the genus (G. vaginuloides),
its name should be mantained as Geoplana. The

species in the c1ade share two derived morphological
characters supporting the c1ade, l.e., a large and

strongly muscular penis papilla (character 6) and a

parenchymal longitudinal muscle layer (character

7). In addition, the ejaculatory duct muscles are well

developed (character 8), and the prostatic vesicle is

intrabulbar and canalicular (character 9). Froehlich

(1956) described G. chita denoting that lt was very

close to G. vaginuloides (Table Su pp. Data 3) because
it presented anterior eyes with elongated cone shape
and for the genital tract shape.

Cappenia c1ade (G. tamoia, G. pseudovaginuloides,
G. crioula, G. hina and the new species 1, 2, 4 and

5). The morphological synapomorphy confirming
the group ls the presence of the ejaculatory duct

connected to the male atrium through a cavity in

the end of the penis papilla (character 5). Moreover,
in all the members of the c1ade the female genital
channel opens to the dorsal posterior region of

the female atrium. The first three species share

certain morphological characters, described by E.M.

Froehlich in 1955 (Table Su pp. Data 3), such as the

medium size of the f1attened body, and the female

canal bent to the back. Given the molecular and

morphological coincidences, Gen. nov. 1 will be the

first new genus proposed to be extracted from the

genus Geoplana. This big c1ade appears as sister

group of another Geoplana species group in the

molecular trees, the "Applanata" c1ade.
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Applanata clade (Geoplana ladislavii, G. josefi,
G. marmorata, G. burmeisteri and G. carinata).
Some morphological features are shared by all

the members of the group although none can be

considered synapomorhies. It is composed of large,
flat and elongated worms with the eyes situated

in marginal ridges with the exception of G. josefi
where they are dorsal. In general, the penis papilla
is occupying almost the entire atrlum, and there is

no separation between male and female atria, but

there exists some variation in this character. The

atrium in G. marmorata is different from the other

species and in G, josefi the papilla is occupying the

entire male atrium (Carbayo and Leal-Zanchet,

2001), as in G. carinata and G. ladislavii. A study by
Alvarez and De Almeida (1999) shows the similarity
of the karyotypes of G. burmeisteri and G. carinata.

However, the karyotypes of the other species should

be studied to check whether this feature could

be a synapomorphy for the group. This will be the

second new genus resulting of the division of the

genus Geoplana, with almost all species in the group

belonging to the G. applanata-group described by
Froehlich (1967) (Table Su pp. Data 2), although no

morphological synapomorphies defining the genus

have been found at presento

Matuxia clade (Geoplana matuta and G. tuxaua).
They present exclusively marginal eyes with a well

defined and constant penis papilla (E.M. Froehlich,
1955) crossed by an ejaculatory cavity (not a duct)
(character 17). Moreover they share the stratified

epithelium in the female atrium (character 18)
and the intra-penial prostatic vesicle (Grau, 2010)
(character 19). In fact, these two species were

previously suggested to be closely related (Tables
Supp. Data 2 and 3). A new genus will be proposed
for the clade.

Guaiana ciade (Notogynaphallia guaiana and

GeoplanagoetschisensuMarcus 1951).Morphological
characters already indicated the proximity of G.

goetschi Marcus to Notogynaphallia guaiana (see
Leal-Zanchet and Carbayo, 2001). The main feature

that defines the group is the longitudinal muscle layer
of the sub and supra intestinal parenchyma present
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in addition to the transversal (character 20). The two

species also share a multilayered lining in the female

atrlurn, together with some characteristics of the

copulatory apparatus (seminal vesicle with a forked

extrabulbar portien, the male atrium strongly folded

and the female atrium almost totally filled with the

compact multilayered epithelium). The division of G.

goetschi in two species was already suggested in a

previous molecular study (Álvarez-Presas et al. 2011),
where sequences of G. goetschi sensu Riester 1938

and sensu Marcus 1951 showed obvious differences

in the trees. When checked at morphological level,

mainly the longitudinal parenchymal muscle system,

present in the species sensu Marcus, is absent in

G. goetschi sensu Riester, 1938. The inclusion of

N. guaiana in this group, far apart from the rest of

Notogynaphallia species, also casts the need for

revising the definition of this species. A new genus

will be described including both species.

Species with une/ear phylagenetic position

Some species, mainly belonging to the genus
Geoplana, are found in non-supported groups or are

located in morphologically heterogeneous groups

not showing distinctive morphological features. In

general these groups have a basal and non-supported
situation in the tree. They are described below.

The clade made by Geoplana phocaica
(species that has certain similarities with Geoplana
preta, accordingtoMarcus, 1951) and the new species
of Geoplana number 3 (Gb) is one of these cases.

Both species share some morphological characters
such as a cylindrical pharynx and the presence of

penis papilla, but for the moment, there are not

synapomorphies characterizing the clade. Geoplana
goetschi Riester, 1938 and Geoplana quagga (Gc)
constitute a clade with no specific morphological
characters to support lt, although both species have

a penis papilla, confirming their belonging to the

genus Geoplana sensu stricto. G. goetschi Riester

additionally has a penis papilla similar to the Cappenia
clade species (the ejaculatory duct opens into a kind

of cavity or dilation of the papilla, which is longer
than the duct) although the molecular data does not

give any sign of this grouping. The clade including the
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species Geoplana rubidolineata, G. franciscana and

G. multicolor (redescribed in Leal-Zanchet and Matos,

2011) (Gd), also has an unsupported situation in the

tree. The three species have dorsal eyes and share

some characters of the copulatory apparatus, such

as the presence of extrabulbar vesiele and a female

atrium with a reduced light. G. rubidolineata and G.

multicolor have a similar colour patlern, presenting
the first a greater number of striations and both being

quite different from G. franciscana. The pharynx is

cylindrical, as in most species of Geoplana.

Non-Geoplana c/ades

Chilean c1ade (Gusanaand Polyc/adus).This elade, that

presents a basal position on the trees, does not have

any morphological synapomorphies supporting it.

Due to their low dispersal ability and their worldwide

distribution, C. G. Froehlich in 1967 proposed that

terrestrial flatworms were likely originated in the

upper Paleozoic, as many other terrestrial organisms
did, and described the genus Geoplana as the older

in the subfamily, and specifically the Chilean species
as the most antique (ineluding the current genus

Gusana). Moreover, some evidence seem to indicate

that land planarians arrived to South America from

the Antarctic continent crossing Chile and, from there,

they might had dispersed through the continent

befo re the rising of the Andean range (Froehlich,
1967). However, the basal position of Gusana and

Polyc/adus in the molecular phylogenies obtained

just makes elear that there was an early split among
these two genera and the species that diversified in

Brazil. The analysis of a broader representation of

Chilean genera would allow to check whether Gusana

and Polyc/adus are a sister group of the remaining
Geoplaninae. Moreover, morphological evidences

are also needed to corroborate both the grouping
of Polyc/adus and Gusana and their position in the

Geoplaninae phylogeny.

Pasipha c1ade. With the exception of P. trina, which

situation will be discussed later, all the other species
belonging to the genus Pasipha form a monophyletic
group. The elade is homogeneous in the general form
of the body (slender animals, with parallel borders).

Although the diagnosis of the genus currently does

not provide any synapomorphy, there are some

morphological features shared by the members

of the P elade (as the regionalized prostatic vesiele

(character 3) and the 1055 of penis papilla (character
4)). After E.M. Froehlich (1955) the genus Pasipha
(Table Supp. Data 2) is characterized by animals with
small eyes and male and female atria separated by a

dorsal fold (feature also recognized by c.G. Froehlich

(1967), together with an elongate body and femal�
genital canal arriving from the ventral side). We

have 6 representatives from the 22 species listed

in Ogren & Kawakatsu, 1990 (Table Su pp. Data 2)
for the Pasipha genus, and two new species. A

broader molecular sampling will be needed to fully
comprehend the internal relationships of the group

and to check its monophyly.

Notogynapha/lia sensu stricto c1ade. The diagnosis
of the genus Notogynaphallia does not inelude any

derived feature, but a combination of characteristics

also present across other geoplaninid genera, and

the molecular analyses seem to reflect that this

lack of synapomorphies is a consequence of the

group being polyphyletic. Over the years, the genus

has undergone many changes (see Leal-Zanchet &

Froehlich, 2006; Carbayo, 2006; Carbayo, 2010 and

references therein; Tables Su pp. Data 2 and 3). N.

plumbea and N. parca, share a set of morphological

features, namely the lack of penis papilla, marginal

eyes, prostatic vesiele intrabulbar and amply
communicated with the male atrium, and the female

part very reduced, represented only by the female

canal (bent dorsally). Notogynaphallia plumbea, N.

parca and N. sexstriata are species with a compact

genital apparatus and intrabulbar prostatic vesiele.

There is still a fourth species, Notogynaphallia
mourei Froehlich, 1956, very similar to the species
of the elade Notogynaphallia s.s. in morphological

aspects. Due to the scarce taxonomic representation
ofNotogynaphallia in our analyses (5 from 15 current

nominal species), they are pending on the addition

of other species to check whether the detected

morphological heterogeny is reproduced at the

molecular level.
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e clade (Cephaloflexa and Choeradoplana). The

genera Cephaloflexa and Choeradoplana are the only
of those represented by more than one species in

our study that are monophyletic (plus Luteostriata,

but this does not have statistical support). The clade

C is supported by the presence of the cephalic end

curved backwards (character 15) and the lack of eyes

and sensory pits at the apex (character 16). Moreover,
these two genera have the retractor muscle fibres

orientated parallel to the sagital plane and the sub­

neural mesenchymal muscle layer is only present
in the cephalic region. So the cluster supported

by both morphological and molecular characters

seems to be quite robusto We have included in the

analyses the two described species of Cephaloflexa
and one new to science (pending on morphological

description). The diagnostic characters of the genus

(very short anterior third of the body, anterior region
folded into the back, lack of eyes and sensory pits
at the front of the body, and a retractor muscle

derived from the ventral longitudinal subcutaneous

muscles; Carbayo and Leal-Zanchet, 2003) are shared

by the three studied species, including the new

one. The latter differs from C. araucariana and C.

bergi by the presence of a penis papilla. From genus

Choeradoplana, only one of the 7 described species
(Table Su pp. Data 2) is used in this study (c. iheringi).
However, three new species have been found and

included in the analyses, so that the representation
of the genus is quite good. Choeradoplana (Graff,
1896) is constituted by animals with part of the

ventral cutaneous longitudinal muscles partially sunk
into the mesenchyma (Carbayo and Leal-Zanchet,
2003), the front end of the head rolled back, a

muscle-glandular organ in the anterior region of

the body, and other diagnostic characters shared

by the three new species presented here and the

already described ones. The presence of the species
Notogynaphallia albonigra (Riester, 1938) in the C

clade and specifically among the species of the genus

Choeradoplana made us revise its morphology. The

species shares the diagnostic characteristics of the

genus Choeradoplana, as the presence of the ventral

longitudinal subepidermal muscles partially sunk into
the mesenchyma and musculo-glandular cephalic
specializations. A deeper morphological study of the
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species should be done, but the evidence suggests

the need of a redescription of the species and its

change to the Choeradoplana genus (Choeradoplana

albonigra). Additionally, C. iheringi species, which

seemingly is not monophyletic, deserves special
attention and will be the subject of a deeper study
in the future.

LIS clade (Luteostriata, Issoca and Supramontana).
The high support values in the node clustering the

three LIS genera in all the molecular inferred trees

(Table 3) denotethatthegroup is clearly monophyletic.
There are also certain morphological characters that

support this grouping, such as the presence of eyes

and sensory pits surrounding the entire front end

(which would be a symplesiomorphy), the presence

of a retractor muscle in the anterior region of the

body (with fibres oriented towards body margins in

Supramontana and Issoca, and towards dorsal surface

and body margins in Luteostriata) (character 1) and
the presence of a sub-neural mesenchymal muscle

layer transverse throughout the body (character 2).
One of the most outstanding features of the genus

Luteostriata (recently described in Carbayo, 2010;
Table 4) is the presence of a cephalic musculo­

glandular organ, consisting of glands crossing a

U-shaped glandular ventral surface and a retractor

muscle, modified from the ventral longitudinal
cutaneous muscle fibres. Molecularly, the monophyly
of the genus is recovered (we have included the 7

species assigned to the genus), although without

statistical support. L. abundans, L. muelleri, L. caissara

and L. ceciliae share some morphological characters
such as the longitudinal stripes on the dorsal body
side, a long genital apparatus and a female atrium

with pleated cavities. Results of the molecular

phylogeny of this genus are somewhat surprising;
while L. abundans, L. caissara, L. graffi and L. muelleri

seem to be clearly delimited specles (although some

ofthem paraphyletic), L. ernesti presents a particular
situation. In fact, L. muelleri and L. ernesti are very

similar species in the internal anatomy (Carbayo
(2003) considered them synonyms), so that their

identification "relies heavily on the externally
observable differences, mainly colour pattern, and

behaviour" (Leal-Zanchet & Froehlich, 2006). This
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assumption of Carbayo would be supported by the

presence of the individual F3358 within the clade

formed by L. muelleri, leaving in doubt whether the

rest of L. ernesti included in the analysis be long to

this species or there was a missidentification due

to the excessive plasticity of the characters used

for the species diagnosis. Obviously, the genus

Luteostriata deserves special attention and a more

accurate analysis. The genus Issoca was described by
Froehlich (1955b) and redescribed later by Carbayo
and Leal-Zanchet (2003) and includes Geoplanidae
with elongated body, a large creeping sole, strong
cutaneous longitudinal musculature, mesenchymal

longitudinal muscles very weak or absent, cephalic

musculo-glandular organ, eyes and sensory pits
surrounding the entire cephalic region, a sub-neural

mesenchymal muscle layer interleaved with retractor

muscle fibres and no sensory papillae or adenodactyl.
2 of the 5 described species have been included in our

analyses: l. rezendei and I.jandaia. These two species
are differentiated by the number and disposition of

stripes and by internal features, such as the seminal

vesicle (intra-bulbar in l. rezendei and extra-bulbar in

l. jandaia). However, l. rezendei does not belong to

the Issoca molecular group, consisting of l. jandaia
and the new species (the latter also presenting extra­
bulbar seminal vesicle). The genus Supramontana is

monospecific, so that we cannot discuss about its

monophyletism.
The molecular phylogeny does not reproduce

the grouping of the five genera presenting a cephalic
retractor muscle (Cephaloflexa, Choeradoplana,
Issoca and Supramontana; Carbayo and Leal-Zanchet,

2003; and Luteostriata; Carbayo, 2010) as could be

expected. Instead they are molecularly divided into

two groups (C and LIS) that reproduce the clustering
proposed by Carbayo (2010), who partitioned the

character in a set of them (Table 3 in Carbayo, 2010)
analysed independently.

PEX clade (Pasipha trina, Enterosyringa and

Xerapoa). This clade is supported by some important
morphological features as the presence of a central

nervous system in two longitudinal cords (character
10) (unlike the other Geoplaninae genera which until

now have been found to present the central nervous

system as a "nerve pi ate"). The cooccurrence of a

major morphological feature with the molecular

clustering suggests that this is a natural group.

Froehlich (1955b) proposed that there was a

correlation between the size and body shape and the

type of nervous system that land planarians have.

Moreover, he gives an evolutionary sense to the

character, and ventures to classify the nervous system

in the form of longitudinal cords as more primitive

(following Meixner (1928)), since it also appears

land planarians considered basal, Microplaninae,
as well as in aquatic planarians. This affirmation

is debatable since which is the most basal group

within the terrestrial f1atworms (Álvarez-Presas et al.
2008) is still unclear. When the body size is small and

cylindrical, a "nerve plate" nervous system would

mean energetic waste to innervate all the parts of

the body, which in this case are very close. Therefore,
a simple nervous system would be a derived state in

the subfamily Geoplaninae, and could be a regression

(as adaptation) of the character state in PEX, instead

of a primitive condition. The internal position of the

group in the molecular analyses strengthens the

possibility of the presence of a derived feature in this

group.

The position ofPasipha trina species (without
penis papilla or independent seminal vesicle), has

been discussed previously (Tables Su pp. Data 2 and

3) considering morphological data. One character

differentiating P. trina from the other Pasipha species
is the position of the eyes, in the first located in a

marginal position and in the others widely scattered
across the back. There are also other morphological
characters that support the grouping of P. trina with

Enterosyringa and Xerapoa, such as having a narrow

creeping sole (character 11); the ovaries, above the

parenchymal subintestinal muscle layer (character
12), are in a position prior to the pharynx (character
13) and the female channel back to forward, opening
in the posterior region ofthefemale atrium (character

14) (Grau, 2010). Concluding, Pasipha trina needs a

revision, since the molecular data confirm what the

morphology already predicted. We will propose the

need of a genus change for this species, probably

Enterosyringa (Marcus in his discussion about

the species (1951) already noted its similary to E.
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pseudorhynchodemus), with some changes in the ms. We are indebted to Júlio Pedroni, Débora Redivo,

diagnosis ofthe genus. Cláudia Olivares, Marília Jucá, Leonardo Zerbone and

Welton Araújo for sampling help and Ita lo D'Elia, Ana
Final remarks Cavalcanti and Lígia Domingos for the histological

work.

It should be noted that there is still much

work to be done concerning the phylogeny of

Neotropical terrestrial planarians. It is necessary

to add to the study representatives of the other

genera described (Amaga, Gigantea, Liana and

Pseudogeoplana) and the ones remaining to be

described, the exhaustive samplings in the area of

the Atlantic Forest performed allow us to predict
that more new species and genera will appear. The

other important factor is the use of new molecular

markers that can resolve better the most basal nodes

of the phylogeny. This problem was already noted

in a previous work using molecular data to infer the

phylogeny of Tricladida (Álvarez-Presas et al. 2008).
In the present study we have added a new gene, the

one encodingforthe elongation factor 1-alpha, which

seems to provide information that others do not have,
but it is still not enough. We need a molecular marker

with an intermediate variability between nuclear and

mitochondrial markers (perhaps a nuclear intron),
but for now this is a difficult search. Maybe the

new next generation sequencing techniques will be

helpful in order to find possible markers suitable

for resolving phylogenies of terrestrial flatworms.

Whereas the monophyletic status of some groups

as described by morphological data is confirmed,
there are others showing an imminent necessity of
taxonomic revision. After all the proposed changes
in species hitherto belonging to the genus Geoplana,
the diagnosis of the genus should be amended with

the resulting taxonomic implications. AII this work

will take place in a future publication exclusively
dedicated to the taxonomical revision of the group.
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Capitel 2 ResuLtats

Supplementary Data Table 1. List of samples used in this study with sampling locality and GenBank

Accession numbers.

Species COICollecting locality
Molecular

code

N.

MZUSP'
185 rDNA 285 rDNA EF-1a

Geoplaninae
Cephaloflexa bergi Graff,
1899

C. bergi
c. araucariana Carbayo
& Leal-Zanchet, 2003
C. araucariana

Cephaloflexa sp. nov.l

Choeradoplana iheringi
Graff,1899
C. iheringi

Choeradoplana sp. nov. 1

Choeradoplana sp. nov. 1

Choeradoplana sp. nov. 2

Choeradoplana sp. nov. 2

Cambury I SP

Cambury I SP

FLONA* IRS

FLONA IRS

P.N.S. da Bocaina I SP

FLONAI RS

P.N.S. da Bocaina I SP

P.E.S. da Cantare ira I SP

P.E.S. da Cantareira I SP

P.N.S. da Bocaina I SP

P.N.S. da Bocaina I SP

Choeradoplana sp. nov. 2 P.N.S. da Bocaina I SP

Choeradoplana sp. nov. 3 P.E. Intervales I SP

Choeradoplana sp. nov. 3 P.E. Intervales I SP
Enterasyringa
pseudorhynchodemus Sao Paulo I SP
Riester, 1938
E. pseudorhynchodemus Sao Paulo I SP
Geobia subterranea

Schultze & Müller, 18S7
G. subterranea

Geoplana burmeisteri
Schultze & Müller, 1857
G. burmeisteri

G. carinata Riester, 1938

G. carinata

G. chita Froehlich, 1956

G. chita

G. crioula Froehlich,
1954

G. crioula

G. franciscana Leal­

Zanchet & Carbayo, 2001
G. franciscana
G. gaetschi sensu
Marcus 1951
G. gaetschi sensu
Marcus 1951
G. goetschi sensu Riester

1938

G. hina Marcus, 1951
G. josefi Carbayo & Leal­

Zanchet, 2001

G.jasefi

G. ladislavii Graff, 1899

G. ladislavii

G. ladislavii

G. ladislavii

G. ladislavii

Sao Leopoldo I RS

P.N.S. dos Órgaos I RJ

Sao Paulo I SP

P.E.S. da Cantareira I SP

P.E. Intervales I SP

P.E. Intervales I SP

Cambury I SP

Cambury I SP

P.E.S. da Cantareira I SP

P.E.S. da Cantareira I SP

FLONAI RS

FLONAI RS

Cambury I SP

P.N.S. da Bocaina I SP

P.E.S. da Cantareira I SP
Parque Saint Hilaire

IPR
FLONAI RS

FLONAI RS

P.N.S. do Itajaí I SC

P.N.S. do Itajaí I SC

P.N.S. do Itajaí I SC

P.N.S. do Itajaí I SC

FLONAI RS

Fl034

F1038

F3387

F3426

F21031
F2108

F3449

F2840

F2023

F3011

F2104

F2803

F2822

F3092

F3802

F992

Fl013

F358

F1355

F989

F2886

F3084

F3093

F4358

F4409

F3709

F3715

848

F3357

Fl041

F2833

F2870

F1613

F3389

F3403

F1399

F1418

F1504

F1566

MZUSP PL

303
MZUSP PL

305
MZUSP PL

1073
MZUSP PL

1076
MZUSP PL

1019
MZUSP PL

533
MZUSP PL

540
MZUSP

PL. 1000
MZUSP PL

477
MZUSP PL

1018
MZUSP PL

1049

?

MZUSP PL

1063

?

?

?

?
MZUSP PL

650
MZUSP PL

673
MZUSP PL

658
MZUSP PL

733
MZUSP PL

1062
MZUSP PL

1064
MZUSP PL

1086
MZUSP PL

1087
MZUSP PL

1078
MZUSP PL

1079
MZUSP PL

935
MZUSP PL

1069

?

MZUSP PL

404
MZUSP PL

412
MZUSP PL

1008
MZUSP PL

1074
MZUSP PL

1075
MZUSP PL

1007
MZUSP PL

681
MZUSP PL

698
MZUSP PL

707

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

DQ666005

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

DQ665975

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

? ?

? ?

? ?

? ?

?

? ?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

? ?

?

HQ542895

HQ542887

? ?

? ?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

? ?

?

? HQ026439

?

? ?

?

?

?

?

?

?

? ?

? ?

?

?

?

AF178315
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Filogénia dels Geoplaninae en preparació

Species

Supplementary data Table 1. continued.

Collecting locality
Molecular

code

N.

MZUSP'
185 rDNA 285 rDNA EF-1a COI

G. marmorata Schultze &

Müller, 1856
G. marmorata

G. matuta Froehlich,
1954

G. matuta

G. multicolor G raff, 1899

G. multicolor

G. phocaica Marcus,
1951

G. phocaica

G. phocaica
G. pseudovaginuloides
Riester, 1938

G. pseudovaginuloides
G. pulchella Schultze &

Müller, 1857

P.E.S. do Tabuleiro / SC

P.E.S. do Tabuleiro / SC

P.E. do Desengano / RJ

P.E. do Desengano / RJ

P.N.S. da Bocaina / SP

P.E.S. da Cantareira / SP

P.N.S. da Bocaina / SP

P.N.S. da Bocaina /SP

P.E.S. da Cantareira / SP

P.N.S. dos Órgaos / RJ

P.N.S. dos Órgaos / RJ

P.E.S. do Tabuleiro / SC

G. quagga Marcus, 1951 Sao Paulo / SP

G.quagga
G. rubidolineata Baptista
& Leal-Zanchet 2005
G. tamoia Froehlich,
1954

G. tamoia

G. tuxaua Froehlich,
1955

G. tuxaua

G. vaginuloides Darwin,
1844

G. vaginuloides

Geoplana sp. nov. 1

Geoplana sp. nov. 1

Geoplana sp. nov. 2

Geoplana sp. nov. 2

Geoplana sp. nov. 3

Geoplana sp. nov. 4

Geoplana sp. nov. 4

Geoplana sp. nov. 5

Gusano sp. nov. 1

Gusano sp. nov. 1

Issoca jandaia Froehlich,
1954
Issoca rezendei Schirch,
1929

Issoca rezendei

Issoca sp. nov. 1

Issoca sp. nov. 1

Issoca sp. nov. 1

Luteostriata abundans

Graff, 1899
L. abundans

L. abundans

L.caissara Froehlich,
1954

L.caissara

Parque Saint Hilaire
/ PR

FLONA/ RS

P.N.S. dos Órgáos / RJ

P.N.S. dos Órgáos / RJ

P.N.S. dos Órgáos / RJ

P.E.S. da Cantareira / SP
Parque da Prevídéncía
/SP
Parque Saint Hilaire

/ PR
P.N.S. da Bocaina / SP

P.N.5. da Bocaina /SP

P.E. Intervales / SP

P.E. Intervales / SP

?

P.N.S. da Bocaina / SP

P.N.S. da Bocaina /SP

P.E. do Desengano / RJ

Parque Hualpén / Chile

Parque Hualpén / Chile

P.N.S. da Bocaina / SP
Parque da Previdéncia
/SP
Parque Saint Hilaire

/ PR
P.E. do Desengano / RJ

R. B. Augusto Ruschi

/ ES

P.E. do Desengano / RJ

Parobé / RS

Parobé / RS

Sao Leopoldo

Cambury / SP

E. B. Boracéia /SP

F3191

F3247

F2184

F2187

F2101

F2997

F2827

F2830

F3741

F1244

F1245

F3249

F1003

F1736

868

Fl139

F1336

F1275

F3059

F1163

F1614

F2807

F2821

F2783

F3135

F2796

F2031

F2809

F2189/
F2192

F4421

F4428

F2042

F1182

F1679

F2158

F2507

F4085

F205

F238

?

Fl036

F1078

MZUSP PL

1066
MZUSP PL

1067
MZUSP PL

1021
MZUSP PL

1022
MZUSP PL

1017
MZUSP PL

1055
MZUSP PL

457
MZUSP PL

460

?

MZUSP PL

670
MZUSP PL

671
MZUSP PL

1068

?

MZUSP PL

594
MZUSP PL

936
MZUSP PL

665
MZUSP PL

672

?

MZUSP PL

1058
MZUSP PL

666
MZUSP PL

1009
MZUSP PL

1050
MZUSP PL

1052
MZUSP PL

1048
MZUSP PL

1065

?

MZUSP PL

1014
MZUSP PL

1051
MZUSP PL

348
MZUSP PL

1088
MZUSP PL

1089
MZUSP PL

1015
MZUSP PL

667
MZUSP PL

1010
MZUSP PL

1020
MZUSP PL

1045
MZUSP PL

1085
MZUSP PL

646
MZUSP PL

648

?

MZUSP PL

659
MZUSP PL

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

? ?

? ?

?

? ?

? ?

? ?

? ?

? ?

? ?

? ?

? ?

?

?

?

?

?

?

?

? ?

?

? ?

? ?

? ?

?

?

?

?

? ?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

? ?

?

?

?

?

? ?

?

?

?

?

?

?

?

?

? ?
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Capitol2 Resultats

Species

Supplementary data Table 1. continued.

Collecting locality
Molecular

eQde

N.

MZUSp'
185 rONA 28SrONA EF-la COI

L.ernesti Leal-Zanchet &

Froehlich, 2006
L.ernesti

L.ernesti

L. ceciJiae Froehlich &

Leal-Zanchet 2003
L.graffi Leal-Zanchet &
Froehlich, 2006

L.graffi

L. muelleri Oiesing, 1861

L. muelleri

L. muelleri

L. muelleri

Notogynaphallia
albonigra Rieste!4 1938
N. gua/ana teal-Zanchet

& Carbayo, 2001
N. guaiana

N. sexstriata Graff, 1899

N. sexstriata

N. parca Froehlich, 1954
N. plumbea Froehlich,
1956

N.plumbea
Pasipha chimbeva
Froehlich, 1954
P. chimbeva

P. pasipha Marcus, 1951

P. pasipha

P. pinima Froehlich, 1954

P. pinima

P. rosea Froehlich, 1954

Pasipha sp.

P. tapetilla Marcus, 1951

P. tapetilla

P. trina Marcus, 1951

P. trina

Pasipha sp. nov. 1

Polycladus sp. nov. 1

Supramontana irritata
Carbayo & Leal-Zanchet,
2003

S. irritata

Xerapoa hystrix
Froehlich, 1954
X. hystrix

Rhynchodeminae
Arthurdendyus
triangulatus Oendy, 1895
Artioposthia testacea
Hutton, 1880
Australoplana sp.

Dolichoplana striata
Moseley, 1877

FLONA/ RS

Parque da Previdéncia

/SP
Sao Paulo / SP

FLONA/ RS

Taquara / RS

FLONA/ RS

Florianópolis / SC

Florianópolis / SC

PE Tabuleiro / SC

Sao Paulo / SP

P.E. do Oesengano / RJ

FLONA/ RS

FLONA/ RS

Sao Paulo / SP

P.N.S. do Itajaí / SC

P.E.S. da Cantareira / SP

P.E.S. da Cantareira / SP

?

P.N.S. da Bocaina / SP

P.E.S. da Cantareira / SP

PE Alberto L6fgren/SP

P.E.S. da Cantareira / SP

Parque Saint Hilaire

/PR
P.N.S. dos Órgaos / RJ

Sao Bernardo do

Campo/SP
P.N.S. dos Órgaos / RJ

Sao Paulo / SP

P.E.S. da Cantareira / SP

Teresópolis/RJ

P.N.S. dos Órgáos / RJ

?

Valdívia /Chile

FLONA/ RS

FLONA/ RS

P.E.S. da Cantareira / SP

P.E.S. da Cantareira / SP

Australia

Marlborough
(Australia)

Australia

Igreginha / RS

F3358

Fl192

866

F3452

F384

F3380/
F3381

F440

F441/F442

F3268

F346

F4081

F432

F3361

F792

F1413

F2972

F3072

F3085

F2813

F3010

F1841

F2871

F1714

F2585

F1061

Fl138

F2878

F1134

F1239

F2839

F397

860

F3453

F2983

F3057

F379

MZUSP PL

1070
MZUSP PL

668

?

MZUSP PL

1077
MZUSP PL

652
MZUSP PL

1072
MZUSP PL

654
MZUSP PL

655

?

?

MZUSP PL

1083
MZUSP PL

653
MZUSP PL

1071
MZUSP PL

656
MZUSP PL

680

B

?

MZUSP PL

1060

?
MZUSP PL

403
MZUSP PL

476
MZUSP PL

1012
MZUSP PL

1053
MZUSP PL
1011
MZUSP PL

717
MZUSP PL
660
MZUSP PL

664
MZUSP PL

938
MZUSP PL

732

?

MZUSP PL

669

?

?

MZUSP PL

937

MZUSP PL
772

?

MZUSP PL
1057

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

AF033044

OQ666010b

AF050434

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

OQ665953

OQ665952b

OQ665955

?

? ?

?

?

?

? ?

?

?

?

?

? ?

? ?

?

?

? ?

? HQ542894

HQ542896

??

? ?

?

? ?

? ?

?

?

?

?

? ?

? ?

? ?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

? ?

? ?

?

?

?

?

?

OQ666027

AF178305

OQ666028

?
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Endeavouria

septemlineata Hyman,
1939

E. septemlineata

Maquiné/ RS F192 ? ? ? ? ?

P. Ecológico do Tiete
F988 ? ? ? ? ?

*Floresta Nacional de Sao Francisco de Paula

'Vouchers are deposited in the Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP)
b this sequence has been completed and updated in GenBank

Supplementary data 1. Selected morphological characters

1. Ventral subepidermallongitudinal musculature modified in a cephalic retractor muscle, fibres of
which are opened radially near the anterior tip of the body.

2. Transversal subneural parenchymal muscle layer throughout the body.

3. Regionalized prostatic vesicle.

4. Loss of penis papilla.

5. Ejaculatory duct connected to the male atrium through a cavity in the end of the penis papilla.

6. Large and muscular papilla.

7. Parenchymallongitudinal musculature.

8. Very muscular ejaculatory duct.

9. Prostatic vesicle channel shaped.

10. Nervous system constituted by two ventral nerve chords.

11. Narrow creeping sole.

12. Ovaries above the parenchymal subintestinal muscle layer.

13. Ovaries placed posteriorly.

14. Female channel back to forward, opening in the posterior region of the female atrium.

15. Head rolled backwards.

16. Lack of a sensory border in the anterior tip of the body.

17. Penis papilla crossed by an ejaculatory cavity (not a duct).

18. Stratified epithelium in the female atrium.

19. Intra-penial prostatic vesicle.

20. Bundles of mesenchymallongitudinal musculature surrounding the intestine.
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Publication

Supplementarydata Table 2. Morphological classlñcatíon listed in previous studies.

Species in the group

n
tu

"9,
r-t"
O
,..-

Group

E.M.Froehlich,1955

C.G.Froehlich,1956

c.s,Froehlích,1967

A

B

C

D

E

F

Natural group 1

Natural group 2

No classification

C

D

F

G. applanata-group

G. taxiarcha-group 1

G. taxiarcha-group 2

G. barreirana-group

G. pasipha-group

G. abundans-group

G. gigantea-group

G. pasipha, G. penhana, G. pinima, G. plana, G. pulchella, G. rosea, G. velutina, G. astraeo, G. chimbeva

G. argus, G. braunsi, G. carinata, G. divae, G. duca, G. itatiayana, G. ladislavii, G. notocelis, G, arpi, G. blaseri, G. fryi

G. pseudovaginuloides, G. metzl, G. evelinae, G. vara, G. toxiorcha, G. ferrussaci, G. nigrofusca, G. dictyonota, G. tamoio, G. regia, G. pavani, G.

triquelra, G. livla, G. splendkio, G. crioulo

G. vaginuloides, G. leucophyna, G. hina

G. batreirana. G. cassula, G. zebroides

G. modesta, G. parca, G. albonigra, G. sexstriata, G. trina

G. matuta, G. tuxaua

G. multicolor, G. phocaica, G. preta, G. incógnita, G. quagga

G. caissara, G. marginata, G. tapetilla, G. pseudorhynchodemus, G. bergi

Group e in E.M. Froehlich (1955) + G. joto, G. polyophthalína

Group D in E.M. Froehlich (1955) + G. chita

Group F in E.M. Froehlich (1955) + G. maurei, G. plumbea

G. apevo, G. applanata, G. argus, G. assu, G. aymara, G. bimberqt, G. braunsl, G. bressiaui, G. burmeisteri,
G. carinata, G. corrierel, G. cotharino, G.

chulpa, G. dictyanota, G. fryi, G. divae, G. glieschi, G. itatioyana, G. ladislavii, G. lareta, G. marmorata, G. mayori, G. ruftventris,
G. tamboensis

G. olterfusco, G. beckeri, G. caucauensis, G. evelinae, G. [errussaci, G. juhrmannl, G. fusca, G. hlna, G. joia, G. livia, G. muitipunctata, G. pavani, G.

poca, G. polyophthalma, G. pseudovaginuloides, G. pulla, G. regia, G. riesterl, G. schubarti, G. shapra, G. tomoia,
G. taxiarcha, G. toriba, G. trigueira,

G. vicuna, G. yara
G. caapora, G. chiuna, G. crowfordi, G. "ioula, G. fragai, G. gaucha, G. goettei, G. incognita, G. multicolor, G. phocaica, G. preta, G. saima, G. suva,

G. vaginuloides

G. barreirano, G. zebroides, G. e/egans

G. astraea, G. caeru/eonigra, G. cofusa, G. chimbeva, G. hauserl, G. otiveroi, G. pasipha, G. penhana, G. pinima, G. plana, G. rosea, G. splendida, G.

velutina, G. chilensis, G. aphalla

G. abundans, G. albonigra, G. jita, G. marginata, G. mülleri

G. gigantea, G. chiriquii, G. idaia, G. montana, G. picadoi, G. sandersoni, G. vongunteni, G. camelíae

N

�
VI

e
::;
tu
r-t"
VIco

U1

Boldnamescorrespond to the taxa included in this study.



Supplementarydata Table 2. continued.'Q
'ü
�

�
o.
c:
(lJ

Publication Group Species in the group

C.G.Froehlich,1967 G. amagensis-group

No classification

G. amagensis, G. becki, G. bogotensis, G. buergeri, G. bussoni, G. contamanensis, G. ortizi

G. goetschi

CIJ
ro
e
.�

e

.!:9
o.
O
CIJ
l.::>

�
CIJ
-o

ro
.�

e
-CIJ
en

..9
i:i:

Ogren&Kawakatsu,
1990

Genus Geoplana;
subgenus Geoplana

Genus Geoplana;
subgenus Barreirana

Genus Gigantea

Genus Pasipha

Genus Notogynaphallia

GenusAmaga

Genus Choeradoplana

Genus Geobia

Genus Issoca

Genus Gusana

Genus Liana

Genus Enterosyringa

Genus Xerapoa

Genus Polycladus

G. alterjusca, G. apeva, G. applanata, G. argus, G. arpi, G. assu, G. aymara, G. beckeri, G. bimbergi, G. blaseri, G. braunsl, G. bresslaui, G. burmeisteri,
G. caaporo, G. caleta, G. cantuta, G. carinata, G. carrierei, G. catharina, G. caucauensis, G. cayo, G. chalona, G. chanca, G. chiliua, G. chita, G.

chiuna, G. chulpa, G. crawjordi, G. crioula, G. dictyonota, G. divae, G. duca, G. eudoxiae, G. eudoximariae, G. eveiinae, G. ferrussaci, G. fragal, G.

fryl, G. [úhrmonni, G. fusca, G. gabriellae, G. gaucha, G. glieschi, G. goettei, G. guacensis, G. hina, G. incognlta, G. trua, G. itatíayana, G. jandira,
G. joto, G. ladislavii, G. lama, G. lambaya, G. lareta, G. leucophryna, G. livla, G. marginata, G. marmorata, G. mayori, G. metzi, G. mirlm, G.

mixopulla, G. multicolor, G. multipunctata, G. nigra, G. notocelis, G. notophtalma, G. pavanl, G. phocaica, G. pichuna, G. picta, G. placilla, G. paca,
G. polyophthalma, G. preta, G. pseudovaginuloides, G. quagga, G. quenua, G. quichua, G. regia, G. riesteri, G. rufiventrls, G. ruiva, G. salmo, G.
schubarti, G. shapra, G. suvo, G. takia, G. talpa, G. tamboensis, G. tamoia, G. tapira, G. taxiarcha, G. tirua, G. toriba, G. trigueira, G. ubaquensis, G.
vaginuloides, G. vicuna, G. vara

G. (B) borreirano, G. (B) zebroides, G. (B) elegans, G. (B) cafusa, G. (B) cassula

G. gigantea, G. chiriquii, G. idaia, G. montana, G. picadoi, G. sandersoni, G. vongunteni, G. cameliae, G. blstrata, G. unicolor

p. astroea, P. biseminalis, P. caeruleonigra, P. chlmbeva, P. hauseri, P. oliveroi, P. pasipha, P. penhana, P. pinima, P. plana, P. rosea, P. splendida, P.

velutino, P. chilensis, P. aphalfa, P. diminutiva, P. ercilla, P. pulchel/a, P. tapetil/a, P. trina, P. velino, P. weyrauchi
N. abundans, N. albonigra, N. jita, N. marginata, N. muellerl, N. plumbea, N. andina, N. otra, N. bergl, N. caissara, N. froehtichae, N. garua, N.

goetschi, N. matuta, N. meixneri, N. modesta, N. mourei, N. nana, N. notaiiae, N. octostrlato, N. parca, N. quintestriata, N. schultzei, N. sexllneata, N.

sexstriata, N. tuxaua

A. amagensls, A. becki, A. bogotensls, A. buergerl, A. bussoni, A. contamanensis, A. libbieae, A. olivacea, A. ortiü, A. righil, A. ruca

C. iheringi, C. catua, C. marthae, C. langi, C. bilix, C. ehrenreichi

G. subterranea

l. rezendei, l. jandala, l. piranga, l. potyra, l. spatulata

G. cruciata, G. lata, G. platei

L. guasa

E. pseudoryhnchodemus

X. hystrix, X. una

P. gayi

-o
ca
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Supplementarydata Table 2. continued.

Group

n
Q.J
"O
;:;"
�
NSpecies in the group

Froehlich&Leal­

Zanchet,
2003

Leal-Zanchet&

Froehlichl2006Lemos&eal-
Zanchet,2008

Genus Pseudogeoplana

Group 1

Group 2

No c1assification

Group 2

Group 2

P. albopunctata, P. andicola, P. atropurpurea, P. bilinearis, P. bilineata, O. blanchardi, P. bohisi, P. bonita, P. brasiliensis, P. brittllibanki, P. burrl, P.

cardosi, P. collini, P. Columbiana, P. distinct, P. doederleini, P. ehlersi, P. elonqate, P. euqeniae, P. fiava, P. goeldii, P. gol/meri, P. gonzalezi, P. halbani,

P. lumbricoides, P. maculote, P. maximiliani, P. meyerhansl, P. nephelis, P. nigrocephala, P. niqrofusco, P. nobilis, P. obscura, P. octolineata, P. oerstedi,

P. pallid, P. panamensis, P. pardalina, P. pavonina, P. perspicitlata, P. pulla, P. reticutata, ñriedett, P. rosenbergi, P. rostrata, P. sagittata, P. schirchl, P.

semilineata, P. stolli, P. taenioides, P. theresopolitana, P. tricolor; P. tristriata, P. ucayolensis, P. wetzeli

N. p/umbea, N. sexstríata, N. garua, N. a/banigra, N. parca, N. maure;' N. froehlichae

N. cecílíae, G. marginata Graff, 1899, G. marginata Marcus, 1951, N. abundans, N. muellerí, N. caíssara, N. /ita, N. guaíana

N. nataliae, N. otra, N. andina, N. modesta, N. qulnouestriata, N. gaetschí, N. matuta, N. tuxaua

N. ernesti, N. graffi, N. guaíana, N. muellerí, N. fita, N. caissara, N. ceciliae, N. abundans

N. ernesti, N. graffi, N. guaiana, N. muellerí, N. fita, N. caissara, N. ceclliae, N. abundans, N. arturi, N. pseudoceciliae

00
......¡

�
VI
e
M='
Q.J
r-t'
VI



'oSupplernentaryData Table3. Morphological classification listed in previous studies of sorne of the genera/species included in this study .
.

¡:¡
eMolecularclade Species Publ.l Publ.2 Publ.3 Publ.4 Publ.5 Publ.6 Publ.7
c::l

�Geoplanasensustricto Geoplana chita - D Group - Geoplana
...
Cl.. Geoplana pulchella A Group - Pasipha
c:
Q.¡

Geoplana vaginuloides D Group D Group
G. taxiarcha-

Geoplana
¡¡¡[QUP 2

Applanataclade Geoplana carinata B Group -

G. applanata Geoplana

Geoplana burmeisteri - -

G. applanata Geoplana

Geoplana josefi

Geoplana ladislavii B Group -

G. applanata Geoplana

Geoplana marmorata - -

G. applanata Geoplana
(lIJ2UI2

Cappeniaclade Geoplana crioula
G. taxiarcha-

Geoplana- -

Geoplana hina D Group D Group Geoplana

Geoplana pseudovaginuloides C Group C Group
�IJ2UP 1

Geoplana

Geoplana tamoia C Group C Group
G.

-

axiarcha-
Geoplana

Guaianaclade Geoplana goetschi - No classif. Notogynapha/lia No classif.

Notogynaphallia guaiana Group 2 Group 2
No

- - - -

Matuxiaclade Geoplana matuta Natural gr. 1 - - Notogynaphallia No classif.

Geoplana tuxaua Natural gr. 1 - Notogynaphallia No classif.

Q)Gbclade Geoplana phocaica Natural gr. 2
G. taxiarcho-

Geoplanaro -

¡¡¡mllp 2
c:
.�

Gcclade Geoplana quagga Natural gr. 2 - - Geoplanac:
.s Geoplana goetschi - No classif. Notogynaphallia No classif.
o,
OGdclade Geoplana franciscanaQ)
I..J

Geoplana multicolor Natural gr. 2
G. taxiarcha-

Geoplana
VI

-

!1:mUD 2

Q) Geoplana rubidolineata""O
roNclade Notogynaphallia parca F Group F Group Notogynaphallia Group 1

'c
-Q)

�I
Publ.1:E.M.Froehlich, 1955; Publ. 2: e.e. Froehlich, 1956; Publ. 3: C. G. Froehlich, 1967; Publ. 4: Ogren & Kawakatsu, 1990; Publ. 5: Froehlich & Leal-Zanchet, 2003; Publ. 6: Leal·Zanchet & Froehlich, 2006; Publ.

7:Carbayo,2010 00
00



SupplementaryData Table 3. continued.
(1
CJ

Molecularc1ade Species Publ.l Publ.2 Pub!. 3 Publ.4 Publ.5 Publ.6 Publ.7
"O
�,

rt

Notogynaphallia plumbea F Group Notogynaphallía Group 1
O

-

- �

Notogynaphallia sexstriata F Group Notogynaphallía Group 1
N

- -

Geoplanasensustricto Geoplana chita - D Group - Geoplana

Geoplana pulchel/a A Group - Pasipha

Geoplana vaginuloides D Group D Group
G. taxiarcha-

Geoplana
g[OUP 2

Applanataclade Geoplana carinata B Group -

G. applanata Geoplana

Geoplana burmeisteri
G. applanata Geoplana

Geoplana josefi

Geoplana ladislavii B Group -

G. applanata Geoplana

Geoplana marmorata -

G. applanata Geoplana

Cappeniaclade Geoplana crioula
G. taxiarcha-

Geoplana-

Geoplana hina D Group D Group
�[OUP ]

Geoplana

Geoplana pseudovaginuloides C Group C Group
G. -axiarcha-

Geoplana

Geoplana tamoia C Group CGroup Geoplana

Guaianaclade Geoplana goetschi -
- No classif. Notogynaphallía No classif.

Notogynaphallía guaiana - - Group 2 Group 2 No classif.

Matuxiac1ade Geoplana matuta Natural gr. 1 - Notogynaphallia No classif.

Geoplana tuxaua Natural gr. 1 - Notogynaphallía No classif.

Gbclade Geoplana phocaica Natural gr. 2
G. taxiarcha-

Geoplana-

Gcclade Geoplana quagga Natural gr. 2 - - Geoplana

Geoplana goetschi - - No classif. Notogynaphallía No classif.

Gdclade Geoplana franciscana

Geoplana multicolor Natural gr. 2
G. taxiarcha-

Geoplana -
-

ar
Geoplana rubidolineata - -

-

Vl
e

Pub!.1:E.M.Froehlich, 1955; Pub!. 2: C.G. Froehlich, 1956; Pub!. 3: C. G. Froehlich, 1967; Publ. 4: Ogren & Kawakatsu, 1990; Pub!. 5: Froehlich & leal-Zanchet, 2003; Pub!. 6: leal-Zanchet & Froehlich, 2006; Publ. �
CJ

co7:Carbayo,2010
rt
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'oSupplementaryData Table 3. continued.
'ti
eMolecularclade Species Publ.l Publ.2 Publ.3 Publ.4 Publ.5 Publ.6 Publ.7
t::I

�Nclade Natagynaphallia parca F Group F Group - Natagynaphallia Group 1

1...
o, Natagynaphallia plumbea - F Group - Natagynaphallia Group 1

c::
Q.¡ Natagynaphallia sexstriata F Group - - Natagynaphallia Group 1

Pasiphaclade Pasipha chimbeva A Group -

G. pasipha- Pasipha

Pasipha pasipha A Group -

G. pasipha- Pasipha

Pasipha pinima A Group -

G. pasipha- Pasipha

Pasipha rosea A Group -

G. pasipha- Pasipha

Pasipha tapetilla No classif. - Pasipha

eclade Cephalaflexa bergi No classif. Na classif. Isolated Natagynaphallia Cephaloflexa

Cephalaflexa araucariana

Chaeradaplana iheringi - - - Chaeradaplana

Natagynaphallia albonigra F Group F Group
G. abundans-

Natogynaphallia Group 1

LISclade Issaca jandaia - - - Issaca

Issaca rezendei - - Issaca

Luteostriata abundans
G. abundans-

Natogynaphallia Group 2 Group 2 Luteastriata-

Luteastriata caissara No classif. - - Natagynaphallia Group 2 Group 2 Luteastriata

Luteastriata ernesti - - Group 2 Luteostriata

(1) Luteastriata ceci/iae - - - Group 2 Group 2 Luteastriata

ctI
e Luteastriata graffi - -

- - - Group 2 Luteastriata

'c G. abundans-
.!9 Luteostriata muelleri - Notogynaphallia Group 2 Group 2 Luteostriata

a.
aroun

o Supramantana irritata
(1)
l:)PEXclade Enterosyringa pseudarhynchademus No classif. - Isolated Enterasyringa
� Pasipha trina F Group F Group - Pasipha
(1)
"O Xerapaa hystrix - - Xerapaa
ctISistergroupafLIS.,_ Geabia subterranea Geobiae
clade

- -

-(1)
en

.9IPub!.1:E.M.Froehlich, 1955; Pub!. 2: c.s, Froehlich, 1956; Pub!. 3: C.
G. Froehlich, 1967; Pub!. 4: Ogren & Kawakatsu, 1990; Pub!. s: Froehlich & Leal-Zanchet, 2003; Pub!. 6: Leal-Zanchet & Froehlich, 2006; Pub!. o

Li:7:Carbayo,2010 '"
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Land planarians (Platyhelminthes) as a model organism for
fine-sea le phylogeographie studies: understanding patterns of

biodiversity in the Brazilian Atlantic Forest hotspot

Les planoríes terrestres (Platyhelminthes) eom a organisme model per a estudis
detallats de filogeografia: patrons de biodiversitat al hotspot del Bose Atlantic

de Brasil
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Capital 3 Resultats

Resum

El Bosc Atlantic brasiler és una de les regions més riques en biodiversitat del món i

també una de les més amenacades. l'oriqen d'aquesta biodiversitat és encara una pregunta

sense resposta. Els models pateodtmatics han predit dues regions d'estabilltat important
en el nord i centre, mentre que les regions del sud podrien haver patit una forta inesta­

bilitat durant les glaciacions del Pllstcce. S'espera, dones, una elevada diversitat qenética
en organismes que han sobreviscut en zones estables (al nord i al centre), i signes de colls

d'ampolla i expansió poblacional en organismes provinents de zones inestables (el sud).
La filogeografia molecular i els estudis d'endemisme mostren, pero, resultats contradicto­

ris: encara que alguns resultats validen aquestes previsions altres indiquen que els models

paleoclímatics no són capacos de predir les zones estables de selva tropical al sud. La ma­

jorla deIs estudis, pero, han examinat especies amb taxes de dispersió relativament alta.

És possible que taxons amb capacitats de dispersió més baixa siguin mil/ors predictors de

I'estabilitat de I'habitat. En aquest cas, hem utilitzat dues especies de planartes terrestres

com organismes model per analitzar els patrons i nivells de diversitat nuc/eotídica en una

localitat del sud del Bosc Atlantic (Serra da Bocaina (SB)). Aquesta petita unitat de conser­

vació del Bosc Atlantic esta situada a l'estat de sao Pauto, on els models paleodimatics pre­
diuen la presencia de bosc fa 6,000 anys pero no fa 21,000 anys (per l'úitim maxim glacial).

Alguns treballs, pero, mostren alts nivells d'endemisme i suggereixen estabilitat. En aquest
estudi trobem que les dues especies presenten alts nivells de variabilitat qenético, sense
mostrar I'empremta molecular d'una colonització recent o d'expansió poblacional; dades

que apunten a un escenari d'estabilitat a lIarg termini. Els resultats refiectelxen, per tant,
que els models oaieocttmattcs fallen en la detecció de refuqis al Sud del Bosc Atlantic, i que
organismes amb baixa capacitat de dispersió i una alta especialització en l'nabitot que ocu­

pen poden mil/orar la resolució d'aquests models.
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Land planarians (Platyhelminthes) as a model organism for
fine-scale phylogeographic studies: understanding patterns
of biodiversity in the Brazilian Atlantic Forest hotspot
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Keywords: Abstract

The Brazilian Atlantic Forest is one of the richest biodiversity hotspots of the
world. Paleoclimatic models have predicted two large stability regíons in its

northern and central parts, whereas southem regions might have suffered

strong instability during Pleistocene glaciations. Molecular phylogeographic
and endemism studies show. nevertheless. contradictory results: although
sorne results validare these predíctions, other data suggest that paleoclimatic
models fail to predict stable rainforest areas in the south. Most studies.
however. have surveyed species with relatively high dispersal rates whereas

taxa with lower dispersion capabilities should be better predictors of habitat

stability. Here, we have used two land planarian species as model organisms
to analyse the patterns and levels of nucleotide diversity on a locality within
the Southern Atlantic Forest. We find that both species harbour high levels

of genetic variability without exhibiting the molecular footprint of recent

colonization or population expansions, suggesting a long-term stability
scenario. The results reflect. therefore. that paleoclimatic models may fail to
detect refugia in the Southern Atlantic Forest, and that mode! organisms with
low dispersal capability can improve the resolution of these models.

coalescem metbods;

cytochrorne oxidase 1;

Geoplaninae;
internal transcribed spacer-l;
Mata Atlantica biodiversity;
molecular pbylogeny;
neutrality tests;

Tricladida.

Introduction

The Brazilian Atlantic Forest (AF) is one of the richest
and most threatened biodiversity hotspots of the world

(Myers et al., 2000), still harbouring more than 8000

endemic species (Tabarelli et al., 2003). Currently, the

remaining 10-16% of its original extent is fragmented
in small isolated patches caused by human activities
as agriculture and transport networks (Fonseca &

Rodrigues, 2000).
Uriderstanding the origin of this biodiversity is critical

to address political issues about protection and manage­
ment. The origin of current biodiversity at the AF is,
however, highly controversia!. Simpson (1979) proposed

Correspondence: Marta Riutorr. Departament de Genética.
Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona, Diagonal 645,
08028 Barcelona, Spaín,
Tel.: (+34) 93 4035432; fax: (+34) 934034420;
e-mail: rnriutorr@ub.edu

that geographic and climatic modifications caused by
Tertiary geological events might have promoted species
diversification that, in tum, would explain the high
levels of biodiversity of the Atlantic Forest. In a different

view, Haffer (1969) stated that the origin of this biodi­

versity would be the Pleistocene glacial cycles promoting
vicariance of populations by the regression, fragmenta­
tion and expansion of the forest and by sea leve! changes.
Paleoclimatic models, applied lO test this latter hypoth­
esis, have predicted two large areas of stability through­
out the Late Quaternary in the Central Atlantic Forest

(CAF; region extending north of the Doce River. Fig. 1),
whereas southern regions (SAF) would presurnably have

had a lack of refuges (Carnaval & Moritz, 2008). These
two scenarios may leave distinctive molecular fingerprint
in the genome of organisms; a slow change associated

with geological processes would allow populations to

rema in historically stable and smoothly adapt to the new

conditions, thus displaying high nucleotide diversity.

© 2011 THE AUTHORS. J. EVOL. BIOL. 24 (2011) 887-896
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Fig. 1 Distribution 01 the studied Atlantic Porest sampling localities. Parque Nacional da Serra da Bocaina (SB) (yellow diamond): Estacáo
Biológica de Boraceia (BB) (green diamond); Parque Estadual de Intervales (PI) (light blue diamond) and Parque Nacional de Saint­

Hilaire/Lange (SL) (dark blue diamond). CAF. Central Atlantic Forest area: SAF, South Atlantic Forest.

Alternatively, a rapid change associated with recent

Pleistocene ice advances and retreats would lead to the

characteristic footprint of recent bottlenecks or founder

events and lower nucIeotide diversity. Stability areas

predicted by paleocIirnatic models, with the subsequent
differences in genome patterns, might explain the high
species richness (Colinvaux el al., 2000; Ridgely & Tudor,
1996; Bates el al., 1998; Cabanne el al., 2008) as weIl as

the high levels of nucIeotide diversity found in sorne taxa

in the CAF and the signs of population expansion in SAF

(PeIlegrino el al., 2005; Grazziotin et al., 2006; Cabanne

el al., 2008; Fitzpatrick et al., 2009; Carnaval el al., 2009).
NucIeotide diversity patterns observed in sorne of these

studies, however, suggest that paIeocIirnatic models fail

to predict stable rainforest areas in the SAF. Cabanne

et al. (2008), for ínstance. studied different subspecies of

the bird Xiphorhynchus [uscus and detected sorne endemic

lineages in the SAF that could be better explained if

Iorested areas have persisted in that region. Carnaval

el al. (2009) analysing three Hyla species, predicted a

species-specific stable region for H. faber in the Sao Paulo

area (situated within SAF) not found in the other

two species. Moreover, other studies (Costa el al., 2000;
da Silva el al., 2004; Pinto-Da-Rocha el al., 2005) found
centers of endemism in Sao Paulo (and southern regions)
that could be explained by the geological history of the
Serra do Mar and Serra da Mantiqueira prior to the

Pleistocene glaciations. Moreover, some studies dating
diversification processes in the SAF region have also

revealed older lineages (Prepleistocenic) than predicted
by paleornodelling (Fitzpatrick el al., 2009; Grazziotin

et al., 2006); these studies. nevertheless, also found the

genetic signature of recent Pleistocene events. As it has

been repeatedly proposed, tbe current data suggest tbat
the processes generating tbe Atlantic Forest diversity are

complex.
Here we have focused the analysis on a smaIl SAF

region situated around the border between SP and RJ

states (SP-RJ region, Fig. 1). Tbe paleocIimatic model of

Carnaval & Moritz (2008) predicts that it bad been

covered by patches of forest 6000 years ago, but with
no-Iorest at aIl 21 000 years ago (see Fig. 4 in Carnaval &

Moritz, 2008). Moreover, some studies (as those referred

aboye, Cabanne el al., 2008; Carnaval el al., 2009;
Grazziotin et al., 2006) also show that tbis SAF region
has been stable. or barbours a higb number of endernic

lineages. These conflicting results migbt reflect tbe

difficulty of detecting refugia in this area, perbaps
because SAF refugia were smaIler than tbose in nortbern

regions. lndeed, many of the studies surveying the AF

region suffer from important limitations, such as a low

spatial resolution of the predictions for studied species
(e.g. vertebrates) with great dispersa! capacity (Carnaval
& Moritz, 2008). Specialized and low-dispersal taxa likely
would be better models for phylogeograpbic studies,
as their distribution and richness are highly influenced

by the historical habitat stability (Cruzan & Ternpleton.
2000; Hewitt, 2004a,b; Graharn el al., 2006; Garrick et al.,

© 2011 THE AUTHORS. J. EVOL. B/OL. 24 (2011) 887-896
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2004; Sunnucks et al., 2006). In this context, land

planarians (Phylum Platyhelminthes) have adequate
biological features as important physiological limitations
(reduced retention capadty of body fluids and a high
sensitivity te sunlight and heat) that limit their natural
dispersal ability and, in consequence, they are likely to

prevent the movement of planarians across forest frag­
ments. Actually, they have been shown te be suitable to

detect variability at low scale in a study on a system of
montane forest in Australia (Sunnucks et al., 2006).
We have applied the state-of-the-art population genet­

ics and phylogeographic tools on two terrestrial planarian
species to study a locality within the SAF region, the
Serra da Bocaina National Park (SB), te understand the

relative role of Pleiostocene glaciations and geologica!
events in shaping current patterns of genetic variability.
If the SB habitat had been historically stable during long
períods, even presenting relatively small fragments of
forest. we should observe a pattern and level of nucle­
otide diversity different than that expected in areas

shaped by recent glacíatíons, namely (i) a high intrapop­
ulation genetic variability but lower than that expected
between populatíons, (ii) no genetic evidence for bottle­
necks or population expansions. Moreover and impor­
tantly. this pattern should be shared by the two studied

species.

Materials and methods

Study site and fieldwork

We conducted the study in the SB Park, a 104000

hectares protected area mainly covered with Atlantic
Forest. The altitudes of the park range from sea level to
2132 m (Behling et al., 2007). Three more southerly
parks [Bstacáo Biológica de Boraceia (BB), Parque Esta­

dual de Intervales (PI) and Parque Nacional de Saint­

HilairelLange (SL)] within and outside the Serra do Mar

corridor were also sampled to be used for the interpop­
ulation analyses (Fig. 1; Table SI).
We have studied two terrestrial planarian species

Cephaloflexa bergi (Ríester, 1938) and Geoplana goetschi
sensu Marcus (1951). They were chosen because of their

relatively high abundance and broad distribution across

the south Atlantic Forest (see also Carbayo & Froehlich,
2008). We searched for animals under fallen logs and
litter for 240 h during the day and directly on the ground
during the night using led torches, as worms are active
at night. A total of 143 specimens belonging to 27 species
were found. Ten and 16 of the specimens are Cephaloflexa
bergi (Ríester, 1938) and Geoplana goetschi sensu Marcus

(1951), respectívely. both used in the phylogenetic and

population genetics analyses. Spedmens were taken
within a distance less than four km from the main
entrance to the park. Each animal was assigned acode
and cut in two pieces. One part was fixed in formalin for

histological analysis and the other in absolute ethanol

for DNA extraction. The animals were identified by
examining their external aspect and internal anatomy
on histological sections together with the analysis of the
cytochrome oxidase I (COI) sequences.

Morphological analysis

For each animal, we described the external features.

Then, we poured boiling water on them to avoid them

curling when fixing with 10% Iormalin, subsequently
were stored in 80% ethanol. From ten specimens of each
specíes, we embedded tissue blocks of the cephalic
regíon, the pharynx or the copulatory organs in

Paraplast, sectioned them at 7 uu». and stained with

Mallory/Cason trichrome stain (Romeis, 1989). As the

copulatory apparatus is the main structure for unequiv­
oca! ídentíficatíon, we reconstructed the copulatory
apparatuses with a camera lucida attached to a light
microscope.

DNA extraction and sequencing

We analysed both the mitochondrial COI gene and the
nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS-l).
DNA was isolated from the specimens preserved in 100%

ethanol using the Wízard" Genomic DNA Purification

Kit (Prornega, Madison, WI, USA). We amplified a �1 kb

fragment covering part of the COI gene by polymerase
chain reaction (PCR), using the following primers:
BarT (ATGACDGCSCATGGTTTAATAATGAT; specifically
designed for this study) and COIR [CCWGTYARMCCHC­
CWAYAGTAAA (Lázaro et al., 2009)]. To obtain DNA

sequences we used the following internal primers: BarS
(GTTATGCCTGTAATGATTG) and BBC (CCAAAAGAA­
AAATCCTTNCC) specifically designed for this study, and
COIF [CCNGGDTTTGGDATDRTWTCWCA (Lázaro et al.,
2009)]. For the nuclear fragment ITS-l, we amplified
�500 bp using the primers ITS9F (GTAGGTGAACC­
TGCGGAAGG) and ITSR (TGCGTTCAAATTGTCAAT­
GATC) from Baguñá et al. (1999). The same primers
were used to obtain the sequences. The PCR amplifica­
tion conditions for the COI region were: 30 cycles of 50 s

at 94 "C, 45 s at 43 oC and 50 s at 68 "C, with an initial
denaturation step of 2 min at 95 "C. and a final extension

step of 4 min at 68 "C. The amplification reaction was

performed in 25 JlL volume. using Go Taq® DNA poly­
merase (Promega) and the DNA template. Annealing
temperature for ITS-l was 45 "C, the rest of conditions
were the same applied to COI. Amplification products
were purified with the lllustra™ GFX PCR DNA Purifi­
cation Kit (GE Healthcare, Buckínghamshíre, UK) and

directly sequenced using the PCR amplification primers or
the internal ones. We determined the DNA sequence from

both strands using Big-Dye (3.1, Applied Biosystems,
Foster Cíty, CA, USA); the reaction products were sepa­
rated on the ABI Prism 3730 automated sequencer (Unitat
de Genómíca deis Serveis Cientíñco-Tecnícs de la UB).
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Molecular datasets

COI and ITS-l alignments were obtained using MAFFT

version 6 (Katoh & Toh, 2008) with a final editing with
Bioedit v. 7.0.9.0 software (Hall, 1999); for COI

sequences, we used the translated amino add sequences
to guide the nucleotide alignment. We generated two

COI datasets (of 822 bp each). COI-l dataset includes all
presumptive G. goetschi and C. bergi individuals (from
the SB and the other three localities) together with

sequen ces of closely related species and Geoplana burme­
isteri and Geoplana ladislavii as outgroups (Table SI). COI-
2 dataset includes only the sequen ces of C. bergi and
G. goetschi. As the ITS-l has length variability among

spedes, caused by a high number of insertions and

deletíons, we performed independent alignments for
each species and did not include an outgroup. Cb-ITS
dataset contains C. bergi sequences (508 bp), and Gg-ITS
dataset G. goetschi (428 bp).

Phylogenetic and population genetics analyses

We estimated the ONA sequence evolution model that

best fits the data using jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008)
and applying the Akaike Information Criterion (AIC) for
all datasets. We estimated the phylogenetic relationships
by Maximum Likelihood (ML) implemented in RAxML

7.0.0 software (Stamatakis, 2006), and Bayesian Infer­
ence (BI) using MrBayes v. 3.1.2 (Ronquist & Huelsen­
beck, 2003), and applying the next more complex
evolutionary model to the estimated with jModeltest
present in the inference programo Bootstrap support (BS)
values (Felsenstein, 1985) were obtained from 10 000

replicates in ML analyses. For the BI, we carried out

3 million generations using two independent runs.

Markov chains were sampled at intervals of 100 gener­
ations to include 30 000 data points. The consensus tree

was estimated after removing the first 500 saved trees as

'bum-ín' (10 avoid including samples before reaching
stationarity), the "burn-in" value was determined by
inspection of the Iikelihood of the trees obtained in each

generation. A 50% majority rule tree was obtained from
the remaining data points. We estimated the Median

Joining Networks (COI-2 dataset plus two outgroup
species) to explore the haplotype relationships within
and between populations in the two spedes using
NETWORK 4.5.1.6 software (Bandelt et al., 1999) with
the default options. Haplotype networks for the SB

population were constructed using the program TCS
v1.21 (Clement et al., 2000).
We used the program OnaSP v5.10 (Librado & Rozas,

2009) to conduct most of the population genetic analysis.
The levels and pattems of nucleotide diversity were

estimated by the haplotype (HD) and nucleotide diversity
(n); (Neí, 1987), whereas the levels of ONA divergence
among populations from the same spedes by Dxy
parameter (Nei, 1987). We carried out three different

approaches 10 determine if the pattem of polymorphism
conforms 10 that expected under the neutral hypothesis.
On the one hand, we applied three neutrality tests that

use different pieces of information to try to detect the

specific fingerprint of recent population expansions,
heavy bottlenecks or other selective and demographic
scenarios: Tajima's D (Tajima, 1989), Fu's e; (Fu, 1997)
and R2 (Ramos-Onsins & Rozas, 2002) statistics. Their

statistical significance was estimated by coalescent com­

puter simulations (10 000 replicates). Secondly, we also
searched for atypical pattems of variation along the ONA

region by analysing the levels of polymorphism and

divergence by the sliding window method (Rozas, 2009).
We also estimated the levels of linkage disequilibrium
(LO) 10 get insights on the genealogies pattem and shape,
in particular to analyse a putative population structure.

LO was computed between pairs of polymorphic sites by
the correlation coefficient r (Hill & Robertson, 1968),
and their statistical significance by the l test. The global
levels of LO were estimated by the Zns statistic (Kelly,
1997), being its statistical significance assessed by com­

puter simulations (10 000 replicates) based on the

coalescent process without recombination (Hudson,
1990). Lastly, we conducted a Monte Cario coalescent

simulation-based test to determine whether a structured

genealogy with two sets of highly differentiated

sequences (a deep genealogy) is compatible with that

expected under the equilibrium neutral model, even

in the absence of recombination (see Aguadé, 2001 for

details). For this analysís, we examined if the number
of substitutions (X) between the two deep genealogy
Iineages (descending from the root) are hígher than that

expected for a nonrecombíníng (such as the mtONA)
neutral reglón. The empírícal dístribution of X was

generated by coalescent símulatíons (10 000 replicates)
without recombínatíon and condítioned on the observed
levels of varíatíon -Watterson (J-, sample size and the
number of sequences in each subset. The statistical

sígnificance of the test was determined by comparing
our observed X value with those of the empirical
dístríbutíon (Rozas, 2009).

Results

Species identification

Cephaloflexa bergi (Riester, 1938). The mature worms are

5-7 cm in length. The body is subcylindrícal, the anterior
third narrowing very gradually. The cephalic regíon is

rolled to the dorsal side, with a slightly concave ventral
side. The ground colour of the dorsum varies from light
brown to green olive; numerous dark-brown pigment
spots spread onto the dorsum. Sorne worms have an

additional irregular median líne of the same colour at
the level of the pharynx and the copulatory complex. The
ventral side is ochre to light brown covered with brown

spots visible to the naked eye. Internally, the cephalic
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retractor muscle is lens-shaped in cross section; the

pharynx is cylindrical; the copulatory complex (Fig. SI)
is long, having an intrabulbar prostatic vesicle with the

proximal quarter paired; a penial papilla is absent; the
male and female atria are folded; the lining epithelium of
the female atrium is ciliated.

Geoplana goetschi sensu Marcus (1951). The mature

worms are up to 20 cm in length. The body is flattened,
with parallel sides. The dorsal ground colour is dark

green olive; a submaginal yellowish stripe contours the

entire body. The ventral side is pale greyish. The eyes are

located marginally. Additionally to the parenchymatic
muscle layers common to virtually most Geoplaninae
species (Le. a dorsal diagonal with deccusated ñbres, a

supra-intestinal transverse one, and a sub-intestinal
transverse one), there is a tubular parenchymatic muscle
layer of longitudinal fibres embracing the intestine. This

muscle layer had been previously noted by E. M.

Froehlich (pers. comm.) and reported (Carbayo, 2003;
Froehlich & Leal-Zanchet, 2003). The pharynx is bell­

shaped; the oesophagus long and strongly muscularized.
The prosta tic vesicle is extrabulbar and long, with the

proximal third paired. The penial papilla is cylíndrícal,
lined with a ciliated epithelium. The female atrium is a

long and dilated cavity becoming narrower close to the

gonopore, and with a length equal to three quarters of
male atrium. A lacunar, pseudo-stratifíed, ciliated epi­
thelium clothes throughout almost of the total length of
the female atrium (Fig. SI).
The molecular phylogenetic analysis of COI-l dataset

(Fig. 52) clearly confirmed that all G. goetschi, as well as
al! C. berqi, individuals cluster together in monophyletic
clades independently of any other species.

Phylogenetic relationships
We have analysed the COI DNA sequence variation in

38 individuals (COI-2 dataset) and in 36 individuals for

IT5-1 (Cb-ITS and Gg-ITS datasets), and inferred their

phylogenetic relationships. ITS-l nucleotide variation
wíthín the species is much lower than that for COI

Table 1 Surnmary of the nucIeotide diversity estimates.

(Table 1; Fig. 2). Nonetheless, both markers uncover that
the four populations are relatively well differentiated and
show similar population clustering patterns in the two

species.
COI phylogenetic trees inferred from the COI-2 dataset

by ML (Fig. 2) and BI (not shown) have similar topol­
ogies, and are congruent with those obtained by the

haplotype network (Fig. 3). The two methodologies
show that the 5B individuals in both species cluster

together independently from the rest of populations,
constituting a monophyletic group. Also in both specíes,
COI data in the SB locality show two relatively high
divergent clades, whereas al! ITS-l sequences are prac­

tical!y identical (in fact, there is nearly no nucleotide

variability in this population, most variability is due to

a few indels). The comparative phylogenetic analysis of

two unlinked markers indicates, therefore, that the two

deep mitochondrial clades of the 5B population represent
intraspecific genetic lineages.

Intraspecific DNA sequence variation

Table 1 surnmarizes the nucleotide variation for the COI-

2, Cb-ITS and Gg-ITS datasets. The two species show high
levels of nucleotide diversity in the SB population for
COI, 11: = 0.011 and 0.017 for C. bergi and G. goetschi,
respectively. The global levels of nucleotide diversity
including the individuals from all four parks are much

higher: 11: = 0.057 and 0.046 for C. bergi and G. goetschi,
respectively. The levels of intrapopulation nucleotide

diversity for ITS-l are very low, precluding the use of this
marker for the population genetic structure analyses.

Population structure in Serra da Bocaina

using COI data

Despite the very high COI intraspecific nucleotide

variability levels, the pattern of the Tajima's D neutral­

ity test conforms to that expected by an equilibrium
stationary population (Table 2). Geoplana goetschi, how­
ever, exhibits a positive Tajima's D value (1.689), and

NO.ot

NO.ot Haplotype polymorphic Nucleotide

Locality Species n haplotypes diversity (Ho) sltes diversity (n)

COI

Parque Nacional da Serra da Bocaina (SB) Cepha/oflexa bergi 10 6 0.889 31 0.0109

AH tour localities (SB, BB, PI, SL) C. bergi 16 11 0.950 123 0.0573

Parque Nacional da Serra da Bocaina (SB) Geoplana goetschi 16 5 0.742 33 0.0170

AH tour localities (SB, BB, PI, SL) G. goetschi 22 9 0.857 128 0.0463

ITS-1

Parque Nacional da Serra da Bocaina (SB) C. bergi 10 O O O

AH tour localities (SB, BB, PI, SL) C. bergi 15 6 0.571 39 0.0431

Parque Nacional da Serra da Bocaina (SB) G. goetschi 16 2 0.125 2 0.0008

AH tour localities (SB, BB, PI, SL) G. goetschi 21 7 0.500 34 0.0157
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Fig. 2 Maximum likelihood trees (Ml) ioferred Irorn the two genes. Leít, COl-2 dataset, rhe tree has been rooted 00 rhe midpoint between
the rwo species. Right-top, Cb-lTS dataset; Right-bottom. Gg-lTS dataset. Bootsrrap values are shown only al nodes over population level.

altbougb the value does not differ significantly írorn O,
it is very close to the critical point (right taíl). This

species also has a significant Fu's F; statistic (right tail).
The Rrbased neutrality test (Ramos-Onsins & Rozas,
2002) which is more powerful for small sample sizes,
also yields a significant result (at the right tail).
Although the P; and R2 parameters are not significant
in C. berqi, they also lay at the right portion 01 the

distribution. Therefore, there is no evidence that the SB

population has been recently colonized or has suffered a

population expansiono Indeed, in tbe latter case, the Fs
and R2 neutrality tests sbould exbibit statistics situated

at the left tail of its distribution. Lastly, the polymor­
pbism to divergence analyses using tbe sliding window

approach (a useful approach lar detecting sorne forms of

selection acting along the DNA region) did not reveal

any clear nonneutral signature (decoupling oí polymor­
phism frorn divergence) in any of the two species
(Fig.4).
We also studied the intrapopulation linkage disequi­

librium (LD) to analyse the pattern of the population
genetic structure (Table 2). Although ZnS values are higb

(0.4811 and 0.6507 lar C. bergi and G. goetschi, respec­

tively), tbese values are significant only in G. goetschi
(P-values obtained by coalescent simulations with no

recombination). Moreover, G. goetschi has significant LD
polymorphic site pairs even alter applying tbe conserva­

tive Bonlerroni carrection (335 significant pairs out 01

528). C. bergi bas 210 significant pairs (out of 435), but
none 01 them remains significant after applying tbe

Bonferroni correction; nevertheless, the relation between
the high number of pairs of polymorphic sites analysed
(435) to the relative small sample size (10), precludes
detecting any Bonferroni significant pair. These íearures.
shown by tbe two species, indicate tbat the SB popula­
tion has a clear molecular signature 01 population
structure, These significant LD results are explained by
the presence in both species 01 two very deep lineages,
deeper than that expected Ior a nonrecombining region
(Slatkin & Hudson, 1991). To assess if such deep
genealogies are expected in a .síngle panmictic popula­
tion, we studied the distribution of the number of

substitutions expected between the two most diver­

gent lineages in a neutral genealogy (see Material and
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Fig.3 Median joining network based 00 COI sequeoces. Code colour as in Figsl and 2 lar Cepha/oflexa bergi and Geoplana qoeucni, orange
and black cireles indicare rhat the species used as outgroups (E. pseudorhynchodemus and C. iheringi). Each cirele represents an haplorvpe
and the circles area the haplotypes relative frequency. In the insets are displayed the haplotype nerworks for eaeh particular species
(Ieft, C. bergi; right. G. goe/schi) caIculated with TCS software.

Neutrality test

Table 2 Sumrnary 01 the neutrality tests and LD values in the SB population.

95% el

Linkage desequilibrium

Ramos-Onsins & Rozas R2 LD

R2 95% el Z,s 95% el

0.205 (0.104, 0.235) 0.4811 (0.145,0.709)
0.204" (0.087, 0.204) 0.6507" (0.117, 0.589)

(-1.729, 1.655)
(-1.774, 1.692)

1.842

8.801""

Cepha/ofiexa bergi
Geop/ana goetschi

10

16

(-3.636, 4.782)
(-4.519,5.167)

*P < 0.05, **P < 0.01.

methods). This analysis was carried out separately for
each species of the SE population. We found that the
number of substitutions observed between the two most

divergent lineages of G. goetschi (which generates two sets

of 10 and 6 sequences) is under the neutral expectations
(P = 0.213). The same happens for C. bergi: the genealogy
exhibits two divergent lineages (of 1 and 9 sequences)
which are also compatible with the neutral expectations
(P= 0.171). Thereíore. although the observed genetic
structure is compatible with that expected of a nonre­

combining region in a panmictic population. it might also
reflect the presence of old lineages of a stable and
structured population.

Discussion

Species identification

Cephaloflexa bergi is known to show several colour

patterns; that of specimens frorn SE match the colour

observed by Marcus (1951) for sorne of the specimens
he sampled in Sao Paulo and surrounding areas. The

internal morphology agrees with that described by
Riester (1938), Marcus (1951) and Carbayo & Leal­

Zanchet (2003). The identification of the second species
deserves sorne majar cornments. The worms we identi­

fied as Geoplana goetschi are morphologically similar to
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Table 3 COI sequence divergence between populations.

S8 88 PI SL

SB 0.066 0.080 0.093

BB 0.101 0.077 0.094

PI 0.085 0.065 0.078

SL 0.095 0.065 0.060

0.035

0.03 "8
<

0.025 �
0.02 i
0.015 �.
0.01 Dxy values among the íour Cephaloflexa bergi (lower lelt) and Geoplana

goetschi (upper right) populations.
70 120 170 220 270 320 370 420 470 520 570 620 670 720 770 820

Nucleotide position

Fig.4 Sliding window plot 01 the COI nucleotide díversity (B)
wit.hin the SB population oí Cephaloflexa bergi (red-dotted line) and

Geoplana goelschi (purple), and nucleotide divergence (K) between
C. bergi and G. qoetschi (green, bold). Step size: 50 nucleotides;
window size: JO nucleotides.

those from SaO Paulo that Marcus (1951) studied and

identified as Geoplana goetschi Riester, 1938. However, the
morphology of Marcus's specimens is different in key
diagnostic features from that of Riester's (1938). Unlike
Marcus's specimens, Riester's specimens show a female

atrium as long as the male one. or slightly longer; the

pseudostratified epithelium of the íernale atrium occu­

pies only the posterior half of it; and. more importantly.
there is no parenchymatic tubular muscle layer 01

longitudinal libres, as we have observed in specimens
we ha ve sampled. Furthermore, the reconstructed phy­
logenetic tree (Fig. S2) confirmed that all individuals of

G. goetschi sensu Marcus (1951) used in our study form a

different clade than that constituted by G. goetschi Riester,
1938;. Thus molecular data confirmed the morphological
results indicating that G. goetschi sen su Marcus (1951) is a

different and undescribed species. Still, throughout the
manuscript we denote Geoplana goetschi sensu Marcus

(1951) as Geoplana goetschi.

Genetic variation in Serra da Bocaina

Our phylogenetic analyses show that all individuals of

the SB population cluster together (Fig. 2). Nonetheless,
current COI data reveals that both species have high
levels of genetic variation in this locality (Table 1),
clearly over the range observed in two Australian

terrestrial flatworm species (n = 0.0008-0.0073;
Sunnucks et al., 2006). This population also shows

neutrality test statistic values at the right tail of the

distribution (some of them significant), and a good
correlation between DNA polymorphism and divergence
levels (Fig. 4). The results suggest, therefore. that the SB

population has been historically stable. without any
evidence for a recent population expansiono
There is, in addítíon. evidence of intrapopulation

genetic structure in this sampling locality: the two species
have two deep mtDNA Iineages and that in turn generate
high LD values. Despite the fact that this feature might

indicate the co-existence of two reproductive isolated

genetic groups (in each species) JikeJy it is not the case.

First, the deep lineages feature is not observed using
information of the nuclear marker ITS-1; nevertheless.
as mtDNA and nuclear markers differ on their mean

coaJescent times (four times lower for the mtDNA), these
markers might uncover evolutionary histories at difierent

times. Second, and more notably. our coalescent sirnu­
lation analyses indicate that the genetic structure formed

by the two deep lineages, although important. is com­

patible with the neutral equilibrium model, especially in

the absence of recombination (such as for the mtDNA).
Moreover, the values of the neutra lit y statistics tend

to fall within the right pan of the distribution; that is, a

number of SNPs segregate at intermediate frequencies.
Despite the fact that a number of evolutionary processes.
such as balancing selection, population subdivisión or

population decline, might gen era te this pattern. it is

compatible with a long-term habitat stability scenario,
and actually is highly inconsistent with a recent popu­
lation expansion or recoJonization scenario. Remarkably.
the two species share these features. It is important
to note that the high levels of nucleotide variation

observed within species do not correspond to any

methodological species-identification problem.
Taken together, our results clearly suggest that the

habitat of the SE population has been stable for a

relatively long period of time. The observed population
structure might be caused by sorne micro-spatial genetic
structure or by an ancient population fragmentation with
a subsequent admixture of the populations associated

with ice advances and retreats during the Pleistocene. In

the latter case, the ancient populations should be well

differentiated. Results of the ITS-l data, which do not

show this intrapopulation structure. would not seem to

suppon the admixture scenario. The ITS-1 results. how­
ever. are not completely conclusive as (i) this nuclear

region harbours little nucleotide variation and (ii) the

effective population size of nuclear regions is four times

higher than that of the mitochondrial ones. Therefore it

is possible that this admixture scenario really exists. and
that it was only detected by the COI genetic data.

Nonetheless, the interpopulation nucleotide divergence
values (Table 3) of both species are much higher than

within population estimates (Table 1; Fig. 2). All these

features, intrapopulation nucleotide diversity values and
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interpopulation coalescent times older than íntrapopula­
tion ones, are the genetic pattern expected for a low

mobility species in a long-term stable habitat, and
therefore with reduced gene flow among parks.

Origin and maintenance of the Atlantic Forest

biodiversity

Our analyses of the patterns of genetic diversity do not

support a recent colonization of the SB region, neither
that they have suffered recent population growth. Taking
all the resuIts together, the patterns of genetic diversity
found at the SB park fíts well with that expected for a

long-term stability region which, aIthough reduced in

area, would have maintained its functional ecological
properties at least for small invertebrates. Indeed, the

high levels of nucIeotide variation and the strong genetic
structure cannot easily be explained by recent cIimatic
events, such as the last glacial periods (only tens of
thousands years ago).
In concIusion, our analysis uncovers that paleocIimatic

models are likely failing in the detection of refugia areas

in SAF and that an invertebrate model organism as

planarians, with low dispersal capability and high depen­
dence on forest, can improve the resolution of these
models. Further phylogeographic studies of land planar­
ians would likely yield new and informative data on the

origin and current maintenance status of the Atlantic
Forest biodiversity. Undoubtedly, this information will

be very useful to provide scientific-based guidelines for

conservation-policy makers.
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A

Cephaloflexa bergi (Riester, 1938). Specimen F2845

B

r

0.5 mm
m d

Geop/ana goetschi sensu Marcus (1951). Specimen F2848
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Table 51. Sampling localities, vouchers identification and GenBank accession numbers I �,
�

GenBank I w

Species and Conservation Unit Locality/State N. MZUSP' Code Dataset
COI ITS-1

cep,hal'faexa bergi Sao José do Barreiro/ SP eOI-1/eOI-2/eb-ITS(SB) arque Nacional da Serra da Bocaina (n=10) MZUSP PL328 F2109 HQ026416 HQ026455
MZUSP PL397 F2794 HQ026433 HQ026461 eOI-1zeOI-2jeb-ITS
MZUSP PL398 F2800 HQ026434 HQ026462 eOI-1zeOI-2jeb-ITS
MZUSP PL 399 F2801 HQ026435 HQ026463 eOI-1zeOI-2jeb-ITS
MZUSP PL400 F2804 HQ026436 HQ026464 eOI-1ZCOI-2jeb-ITS
MZUSP PL401 F2805 HQ026437 HQ026465 eOI-1ZCOI-2jCb-ITS
MZUSP PL402 F2811 HQ026438 HQ026466 eOI-1zeOI-2zeb-ITS
MZUSP PL405 F2837 HQ026440 HQ026468 eOI-1ZCOI-2zeb-ITS
MZUSP PL407 F2845 HQ026423 HQ026470 eOI-1ZCOI-2zeb-ITS
MZUSP PL408 F2846 HQ026424 HQ026471 eOI-1ZCOI-2zeb-ITS

(BB) Estacáo Biológica de Boracéia (n=2) Salesópolis/ SP MZUSP PL 337 F2138 HQ026419 HQ026458 COI-1zeOI-2Zeb-ITS
MZUSP PL338 F2149 HQ026420 HQ026459 eOI-1zeOI-2zeb-ITS

(PI) Parque Estadual de Intervales (n=2) Ribeiráo Grande/ SP MZUSP PL480 F3081 HQ026426 HQ026473 eOI-1zeOI-2zeb-ITS
MZUSP PL494 F3109 HQ026427 HQ026474 eOI-1ÓeOI-2Óeb-ITS(SL) Parque Nacional de Saint-Hilaire/Lange (n=2) Morretesl PR MZUSP PL326 F1664 HQ026401 coi-a/c 1-2

Matinhos/ PR MZUSP PL565 F3611 HQ026431 HQ026478 eOI-1/eOI-2/eb-ITS

Ge0f¡'ana goetschi sensu Marcus
Sao José do Barreiro/ SP eOI-1/eOI-2/Gg-ITS( B) Parque Nacional da Serra da Bocaina (n=16) MZUSP PL287 F2039 HQ026403 HQ026442

MZUSP PL288 F2045 HQ026404 HQ026443 eOI-lZeOI-2jGg-ITS
MZUSP PL289 F2046 HQ026405 HQ026444 eOI-1ZeOI-2jGg-ITS
MZUSP PL290 F2051 HQ026406 HQ026445 eOI-1zeOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL 291 F2059 HQ026407 HQ026446 eOI-1ZeOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL 292 F2060 HQ026408 HQ026447 eOI-1zeOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL 293 F2061 HQ026409 HQ026448 eOI-1zeOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL294 F2063 HQ026410 HQ026449 eOI-1zeOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL295 F2066 HQ026411 HQ026450 eOI-1ZCOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL 297 F2096 HQ026412 HQ026451 eOI-lZeOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL298 F2097 HQ026413 HQ026452 eOI-1zeOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL 299 F2098 HQ026414 HQ026453 eOI-1zeOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL300 F2099 HQ026415 HQ026454 eOI-1zeOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL404 F2833 HQ026439 HQ026467 eOI-1ZCOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL406 F2841 HQ026422 HQ026469 eOI-lZeOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL409 F2848 HQ026425 HQ026472 eOI-1zeOI-2ZGg-ITS

(BB) Estacáo Biológica de Boracéia (n=2) Salesópolis/ SP MZUSP PL329 F2122 HQ542884 HQ542897 eOI-lZeOI-2ZGg-ITS
MZUSP PL336 F2133 HQ542885 HQ542898 COI-1zeOI-2ZGg-ITS

(PI) Parque Estadual de Intervales (n=2) Rlbelráo Grande/ SP MZUSP PL384 F2737 HQ026421 HQ026460 eOI-1ÓCOI-2ÓG2-ITSMZUSP PL385 F2738 HQ026432 el-l/e 1-

(SL) Parque Nacional de Saint-Hilaire/Lange (n=2) Morretesl PR MZUSP PL264 F1704 HQ026402 HQ026441 eOI-1/eOI-2/Gg-ITS
Matinhosl PR MZUSP PL557 F3581 HQ026430 HQ026477 eOI-1/eOI-2/Gg-ITS

Outgroup
Choeradoplana iheringi

Paulo Lopes/ se eOI-1IPT\ Parque Estadual da Serra do Tabuleiro �n=l) MZUSP PL511 F3315 HQ542891
FN Floresta Nacional de Sao Francisco de aula (n=l) Sao Francisco de Paula/ RS MZUSP PL521 F3400 HQ026429 eOI-1

Enterosy.ringa pseudorhrnchodemus Teresópolis/ RJ(PO) Parque Naciona da Serra dos órgños (n=2) MZUSP PL253 F1318 HQ026399 eOI-1
�MZUSP PL254 F1319 HQ026400 eOI-1

Geo�/ana burmeisteri I Vl

(_e) �a[Qlle Estadllal da Se[[a da Caota[eira (0-2) �EI- Sao �aulo¿ S� MZUS� �L6S8 EQ989 I:IOS!1289S COI-] e

......
;:;

o a Vouchers are deposited in the Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP)
OJ
rt

......,¡ Vl



TableS1.continued

Speciesand Conservation Unit Localitvl State N. MZUSp· Code
GenBanl<

Dataset
MZUSP PL 733 F2886 HQ542887 COI-1

MZUSP PL366 F2616 HQ542886 eOI-1
MZUSP PL883 F4236 HQ542893 eOI-1
MZUSP PL420 F2927 HQ542888 COI-1
MZUSP PL 773 F3707 HQ542892 eOI-1

MZUSP PL 739 F3224 HQ542889 eOI-1
MZUSP PL 740 F3225 HQ542890 COI-1

MZUSP PL573 F1023 HQ542882 COI-1
MZUSP PL581 H188 HQ542883 eOI-1

MZUSP PL653 F0432 HQ542894 eOI-1
MZUSP PL 1071 F3361 H0542896 COI�

Sao Paulo/ SP

Teresópolis/ RJ

Sao Paulo/ SP

Geoplanagoetschisensu Riester
(PO)ParqueNacional da Serra dos órgáos (n=2)
(Pe)ParqueEstadual da Serra da Cantareira (n=2)

Geoplanaladislavii
(PT)ParqueEstadual da Serra do Tabuleiro (n=l)

Geoplanaquagg_a
(Pe)ParqueEstadual da Serra da eantareira (n=2)

Paulo Lopes/ se

PET- Sao Paulo/ SP
Insituto Butantan/ SP

Notogynaphalliaguaiana
(FI'íI)FlorestaNacional de Sao Francisco de Paula (n=2) Sao Francisco de Paula/ RS

•Vouchersaredeposited in the Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP)
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Molecular phylogeography of land planarians (Tricladida,
Platyhelminthes): Insights into the origin of biodiversity patterns in

the southern Brazilian Atlantic Forest hotspot

Filogeografia molecular de ptanaries terrestres (Tricladida, Platyhelminthes): es­
tudi de l'origen deis patrons de biodiversitat al sud del hotspot del Bosc Atlantic

brasiler

Marta Álvarez-Presas, Alejandro Sánchez Gracia, Fernando Carbayo, Julio Rozas i Marta
Riutort

(en preparacíó)

109



Capítol4 Resultats

Resum

Des de fa decades es qüestiona com s'ha originat i es manté la biodiversitat al Ne­

otróplc, sent les hlpótesis més discutides aquelles que en responsabilitzen els refugis del

Plistoce o els moviments tectónlcs del Terciari. El Bosc Atlantic de Brasil (AF) és una de

les regions més riques en biodiversitat, allotjant un gran nombre d'especies enderniques

que mereixen una atenció especial, i alhora és una de les més malmeses per les activitats

humanes. Recentment, s'hi ha introduTt corredors biológics per protegir l'area i restaurar

la funcionalitat deis ecosistemes. Alguns estudis ñlogeograñcs han predit un origen de la

diversitat genética a I'AF preví al Pllstoce, durant el qual, els refugis glacials contribuirien en

el seu manteniment. D'altra banda, les ana lisis de models paleoclimatics prediuen dues re­

gions estables en el AF central, mentre que les regions del sud podrien haver perdut el bosc
durant les glaciacions, cosa que resultaria en un empobriment de la seva biota. No obstant

aixó, alguns estudis de filogeografia molecular i els estudis d'endemismes indiquen que els

models paleocllrnátics no són capaces de predir zones estables al sud. Per altra banda, la

majoria deis estudis han utilitzat especies amb taxes de dispersió elevades que, probable­
ment, tenen una manca de resolució a una escala fina. Nosaltres hem demostrat en un

treball anterior que la baixa capacitat de dispersió de les píanaries terrestres les fa bons

predictors de I'estabilitat de l'habltat, fins i tot per a les arees petites. En el present treball

hem analitzat els patrons i nivells de diversitat nucleotídica en 1110calitats (dins i fora del

corredor de Serra do Mar, a I'AF) de l'especíe de planárla terrestre Cephaloflexa bergi. Els re­
sultats mostren un alt nivell de diversitat nucleotídica, poblacions estructurades genética­
ment i la marca molecular d'un procés d'aTllament per distancia. Hem contrastat rnltjancant
análisis de ABC basats en models de coalescencia diferents escenaris dernográfícs per de­

terminar els processos evolutius que han pogut intervenir en la formació d'aquests nivells i

patrons de variabilitat genética. Els nostres resultats recolzen l'exlstencia de zones estables

al sud de I'AF, més antigues que I'última glaciació, remarcant les limitacions deis models

paleoclimátícs en estudis de biodiversitat i la necessitat d'estendre els corredors biológics
més al sud de la seva extensió actual.
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Molecular phylogeography of land planarians (Tricladida, Platyhelminthes): Insights into
the origin of biodiversity patterns in the southern Brazilian Atlantic Forest hotspot
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Abstract
The origin and maintenance of extant biodiversity is a major and controversial topic in evolutionary biology.

Moreover, the relative role of the Pleistocene refuges and the Tertiary tectonic movements in shaping biodiversity pat­
terns has not been clearly established. The Atlantic Forest of Brazil, one of the richest biodiversity hotspots, is being
severely damaged by human activities. To preserve this area and restore ecosystem functionality, a number of protected
areas have been connected by biological corridors. To perform an efficient conservation policy decision on this matter,

however, requires of a good knowledge of current biodiversity patterns and its evolutionary history. Here we conducted

a comprehensive phylogeographic study in the Atlantic Forest with flatworms, organisms well suited for fine-scale biodi­

versity analyses, and using nuclear and mitochondrial DNA markers. We carried on the analyses under the ABC-coalescent

framework and using published paleoclimate modeling data to evaluate competing evolutionary scenarios proposed to

explain extant patterns of genetic diversity. We found that single population' harbors high levels of genetic diversity,
sharing a very old common ancestor, clearly predating the Pleistocene. Remarkable, there is no molecular evidence for

a recent colonization; on the contrary we detect a clear isolation-by-distance hallmark. Globally our results might be ex­

plained by recent secondary contacts over old patterns of genetic variation. Extant biodiversity patterns, therefore, have
been shaped by the interaction of complex geological and evolutionary processes of which we begin to unveil its nature,
and have relevance to inform future conservation policles. Our results, moreover, question the accuracy of paleoclimate
modeling for small-scale predictions.

Keywords: Atlantic Forest, molecular phylogeography, biological corridors, abc-coalescent methods, refugia.

Introduction
The origin and maintenance of extant

biodiversity is a central but controversial topic in

evolutionary biology. For instance, an intense debate

on the factors determining the high diversity of the

Neotropics has been unfolded (cf. 1). The so-called

refuge hypothesis (2) proposes that the recurrent

aridity-humidity oscillations caused bythe Pleistocene

glaciations, would have led the alternation of

vicariance and gene flow cyeles, generating extant

biodiversity levels. This hypothesis, however, has

been dismissed by other paleoelimatic evidence and

molecular dating results (cf. 3; 4). The alternative

hypothesis proposes that the major diversification
events occurred much earlier, during the Neogene,
and would have been mainly promoted by geological
reorganizations (tectonic or paleogeographical) (5).
Moreover, it has been proposed that biotic factors

Corresponding author: Morta Riutort, E-mail:mriutort@ub.edu andJulio Ro­
zas, E-mail: jrozos@ub.edu, Deportoment de Genetico i Institut de Recerco
de la Biodiversitat (tRBio), Universitat de Barcelona, Avinguda Diagonal,
643, E-OB02B, Brocelona, Spain.

(soil adaptations, biotic interactions, dispersal ability,
etc.) acting during the Quaternary and the Neogene

(6), have also affected biodiversity assemblage. Yet,
Rull (1) coneludes that the origin of extant biodiversity
would result of complex interactions among most of

these processes, acting either at global or regional
scales. Therefore, for a complete understanding
of the origin and evolution of the biodiversity, is of

outmost importance the knowledge not only of the

particular geological and paleoelimatic history but

also of the underlying evolutionary processes.

The Atlantic Forest of Brazil (AF) is one of

the most important biodiversity hotspots (7) but, at
the same time, one of the most threatened biomes

on the planet, highly reduced (until 11-16% of its

original coverage; 8) and seriously affected by habitat

fragmentation. Current remaining biome fragments,

however, harbor a considerable number of endemic

species, which deserve special attention. Recently, a

number of areas spread across the remaining forest

fragments have been established as conservation
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units to preserve current biodiversity. The so-called

biological corridors have also been introduced to

connect the remaining forest fragments and, hence,
to resto re ecosystem functionality and promote

gene flow among protected areas. An efficient and

responsible conservation policy, however, requires
the knowledge of current biodiversity patterns but,
more importantly, a better understanding of its

evolutionary history.
Recent studies surveying the AF region have

applied a number of methods, including paleoelimate
modeling (9; 10), phylogeographic analyses (11,
12, 13) and endemism distribution patterns (14), to
infer the major processes responsible for the origin
and maintenance of species' richness. Most surveys
conclude that the origin of current genetic diversity
predates the Pleistocene era dismissing, therefore,
the refuge hypothesis as the major generator

process; local refuges, yet, may have contributed

to its maintenance. These studies, nevertheless,

provide contradictory results on the particular
influence of Pleistocene glacial cyeles on extant

patterns of genetic and species diversity. On the

one hand, paleoclimate modeling and some genetic

;'·::f;:C
.,:1: � -_� ( �!'

"

S-SAF

studies uncovering the molecular fingerprint of

recent recolonization at the southern AF (9; 10; 15;

16), support the presence of forest throughout the
last glaciations in the North of the AF (NAF; Fig. 1;

17). On the other hand, endemism studies and other

genetic analyses (12; 14; 18) support the hypothesis
that the southern regions (SAF; Fig. 1) could also

have kept diversity during the glaciations. The later

findings would put into question the accuracy of

paleoclimate modeling in detecting small patches
covered by forest in the pasto Furthermore, not all

organisms have responded equally to the events

that might shape extant biodiversity. Indeed, most of
the previous studies have surveyed organisms with

a high dispersal ability (basically vertebrates), which

prevents to draw fine-scale predictions. Specialized
and low dispersal organisms, on the contrary, can

retain the genetic signature of past climate and

geological events that might be lost in other taxa (19;
20; 21).

Here we conducted a comprehensive
phylogeographic analysis to get insights into the

processes shaping biodiversity in the AF using a

terrestrial planarian species, Cephaloflexa bergi

100 200

kilcmetets

N-SAF

C-SAF

>

, �J "i;
f-:'�7�' _ Evergreen Tree/shrub cover

'�,:��;��,. ,

_ 0&'"""", Tree/shrub <O�,

Fig. 1. Geographicallocation of the studied populations (see Table 1 for the precise sampling sites location). NAF, North Atlantic Forest;
CAF, Central Atlantic Forest area; SAF, South Atlantic Forest (based on Cabanne et al. 2008); N-SAF, northern South Atlantic Forest; C-SAF,
central South Atlantic Forest; S-SAF, southern South Atlantic Forest.
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(Platyhelminthes, Tricladida, Geoplanidae). We high levels of genetic diversity (22), are fundamental

showed that land planarians, a group with limited

dispersal ability, are adequate organisms for fine­

scale genetic studies at the AF (22). Since terrestrial

flatworms are predators and also need a high degree

of humidity to survive, most species depend entirely
on the availability of well-preserved forests, making
the flatworms highly susceptible to environmental

changes. Their presence is an indication of the

conservation of their habitat (23), the wet forest,

becoming an ideal group for investigating historical

biogeographical patterns oftheir community (Álvarez­
Presas et al., submitted; Capítol 5). Moreover,

C. bergi's relative abundance, which allow us to

perform a broad sampling (including many sampling

points and several individuals per population), and its

Table 1. Collecting localities and sample sizes.

to contrast competitive scenarios using rigorous
statistical Bayesian coalescent methods (24).

Combining phylogenetic and statistical

phylogeographic analyses and using paleoclimate
modeling data we evaluate competing evolutionary
scenarios proposed to explain extant patterns of

genetic diversity. We focused the study in a single
species, minimizing the problem that genetic
differences among geographic regions could

represent species-specific adaptations instead of

reflecting the molecular fingerprint of past historical
events. Our analysis allows us to determine whether

nucleotide patterns of diversity predate Pleistocene

glaciations, and get insights into the persistence of

forest during that periodo Particularly, we would

Locality/Population
n Forest Forest 6 Current

(ITS-1)" 21 kyab kya' Forest region
Longitude Latitude

Sampling sites n

Coordinates (COI)

Parque Estadual do Desengano -21.8768 -41.9228 9 1 (1) VES VES N-SAF
(04-ED)

-21.8735 -41.9142 27 21 (20) VES VES N-SAF

Parque Nacional da Serra dos
-22.4558 -42.9963 44 13 (10) VES VES N-SAF

Órga0s �7-SG)Parque acional da Serra da
-22.7474 -44.6181 6 6 (6) VES VES N-SAF

Bocaina (lO-SS)
-22.7339 -44.6164 2 1 (1) VES VES N-SAF

i' ? 2 2 (2) VES VES N-SAF

Parque Estadual da Serra da
-23.4300 -46.6333 1 10 (10) VES VES C-SAF

Cantareira (13-EC)
-23.4592 -46.6373 12 VES VES C-SAF

Estacáo Biológica de Boraceia
-23.6527 -45.8909 25 22 (22) NO VES (-SAF

(16-BB)
Praia de Cambury (19-PC) -23.7520 -45.6310 20 11 (11) NO VES C-SAF

Parque Estadual de Intervales
-24.2749 -48.4162 22 14 (12) NO VES C-SAF

�22-PI)arque Nacional de Saint-Hilaire /
-25.7614 -48.5933 1 NO VES S-SAF

Lange (25-SL)
-25.7644 -48.6227 1 1 (O) NO VES S-SAF

-25.4622 -48.8201 1 NO VES S-SAF

-25.4722 -48.8294 3 NO VES S-SAF

-25.6911 -48.5905 1 1 (O) NO VES S-SAF

-25.7644 -48.6227 2 2 (2) NO VES S-SAF
Parque Nacional da Serra de Itajaí

-27.0484 -49.0920 14 11 (11) NO VES S-SAF
(28-51)

-26.9606 -49.0676 1 NO VES S-SAF
Parque Estadual da Serra do

-27.9568 -48.7735 3 2 (2) NO VES S-SAF
Tabuleiro (31-ST)

-27.8417 -48.9254 5 3 (3) NO VES S-SAF

Total 213
130

(121)
a Number of sequences used in the phylogenetic and in the population genetics (in parenthesis) analyses.
b Predicted forest regio n 21 kya. 'Predicted forest regio n 6 kya.
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years (recent forestltl-ig.S'l).expect (i) significant genetic structure and high levels

of genetic diversity within and among populations,
in areas covered with forest throughout Pleistocene

glaciations; (ii) signatures of population expansion
and absence of genetic patterns of isolation-by­
distance in areas depleted of forest during that

glacial periodo Moreover, if genetic variation has been

mainly shaped by pre-Pleistocenic events we may

eventually determine the effect of ancient geological
and evolutionary processes.

Our results do not support that the southernmost

regions of the SAF have been recently colonized as

expected for a region predicted to be uncovered of

forest 21,000 years ago. Indeed, we detect high levels

of genetic diversity, significant population structure

-even within populations-, and the isolation-by­
distance hallmark. These features might be explained

by the effect of recent secondary contacts over old

patterns of genetic variation in geographic areas

likely fragmented by recent climatic events. Extant

patterns of diversity, therefore, are very ancient and
have been shaped by the interaction of complex
geological and evolutionary processes of which

we begin to unveil its nature. These results have

relevance to inform future conservation policies.

Results

Sampling and morphological ldemtfication. We

found C. bergi in 11 of the 13 sampled localities

(Table 1, Fig.1), being absent from 11-CJ and 34-FN.

The species identity of the individuals have been

checked morphologically, analyzing histological
sections of the copulatory apparatus, and by
inferring phylogenetic trees including other species
to ensure the genetic monophyly of the individual

group analyzed. We sequenced and compared the

COI region in 213 individuals and the ITS-1 region in

130. GenBank accession numbers for COI and ITS-1

can be found in Table Sl.

The superimposition of our sampling localities

on the maps presenting the predicted distribution of

forest 21,000 and 6,000 ya (9) shows that populations
Ol-AR to 13-EC are situated within areas cave red by
forest in the two periods (here called ancient forest),
while the rest were only cave red since the last 6,000
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Phylogenenc relanonships and lnterpopútation

genenc variation. COI tree topologies inferred from

both Maximum Likelihood and Bayesian Inference

methods are similar (Fig. 2A and Fig. S2A), and define

three well differentiated clusters clearly associated

with population's geographical distribution: the

N-SAF, C-SAF and S-SAF clades which mainly include

northern, central and southern SAF populations,
respectively (Table 1; Fig. 1). Two populations,
however, have individuals in two of these clades (19-
PC in the C-SAF and N-SAF clades, and 25-SL in the

S-SAF and C-SAF). Nearly half of the populations are

polyphyletic (19-PC, 25-SL, 28-SI and 31-ST); the rest

are monophyletic but some also show a relatively

high genetic structure (04-ED, 07-S0 and 10-SB)

(Fig. S2A). The Ol-AR population (CAF area) also

has two majar groups of lineages, one basal to the

rest of populations, while the other, with extremely
long branches, is phylogenetically related to the

N-SAF clade. Since long branches could result in

artifactual clusterings, we reanalyzed the data after

removing the fastest evolving sites (Fig. S3). The

analyses show the Ol-AR population monophyletic at

different positions of the tree (relatively basal), while
the rest of populations maintain their phylogenetic

relationships (although less resolved). These results

show that Ol-AR long branches difficult a correct

inference of its real position in the tree. Nuclear

ITS-1 sequences display the same topology than the

mitochondrial gene (Fig. 2B, Fig. S2B), reproducing
the division in the three main clusters and the high
within population structure.

tntrooopulation DNA sequence variation and

neutralitytests. Table 2 and Table S2 show a summary

of some genetic diversity and neutrality test analyses.
Values of nucleotide diversity (rt) are high for both

nuclear and mitochondrial markers. The neutrality
tests for COI (Tables 2A and S2A) at some populations
(Ol-AR, 19-PC and 31-ST) have significantly positive
Tajima's O values indicating, therefore, an excess of

intermediate frequency variants. On the other hand

we also find significantly negative O values in the

28-SI population, which suggest an excess of low
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_ N-SAF
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Fig. 2. (A) Bayesian Inference tree inferred from the COI (A) and IT5-1 (B) datasets. Values above the branches indicate the Posterior Prob­

abilities. For the sake of clarity monophyletic groups constituted by individuals of the same population have been collapsed, the detailed

tree is shown in Fig. 52. 5cale bar represents the number of substitutions per site. (C) Neighbor-joining tree inferred from DXY values of

the COI dataset and applying the Kimura-2-parameters correction.
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frequency variants. Moreover, the COI pattern of significant departures frorn the neutral equilibriurn

nucleotide variation in sorne populations also shows applying Fu's Fs and Rarnos-Onsins & Rozas R2 test-
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statistics. It is noteworthy that, in some cases, the

direction of these departures is different among

populations. Although there is not a general pattern,
most significant values are found at the right tail of

the empirical distribution ofthe statistics suggesting,
therefore, evidence for some genetic structure. The

same happens with the IT5-1 pattern of nucleotide

variation across populations (Table 2B and Table

52B): not all populations depart from the neutral

equilibrium, and the significant stati stica I values

usually occur at the right tail. These results provide
no evidence, therefore, ofthe molecular signature of

a recent population expansiono

We also analyze the within-species genetic
structure studying the distribution pattern of linkage
disequilibrium (LO) applying the Zns and Wall's Q

statistics (Table 2 and Table 52). For COI, these

analyses also show high significant values in some

populations (19-PC, 28-51 and 31-5T). These results

are, in general, concordant with those obtained

for the nuclear IT5-1 region (Table 2B and Table

52B), and with Fu's Fs and Ramos-Onsins & Rozas R2
analyses indicating again the presence of genetically
structured populations. The heterogeneity in the

neutra lity test results across sampled populations
suggests a complex demographic scenario.

InterpopulaHon DNA divergence. To get insight
into the pattern of genetic differentiation between

populations we compared their pairwise genetic
distances (Table 53). As anticipated by the inferred

tree topology (Fig. 2A, B and Fig. 52) and the high
nucleotide diversity values (Table 2), the DXyand Da
estimates are quite high; for instance, Dxv reaches
values of 0.10704 for COI and 0.15064 for IT5-1.

The surveyed populations, moreover, are highly
differentiated (Tables 54 and 55), which result on

very low levels of gene flow (Nm = 0.09 and Nm =

0.06 for COI and IT5-1, respectively). The population
relationships (Fig. 2C) also show that geographical
close populations are genetically related, both for

IT5-1 and for COI. And more importantly, we can

clearly distinguish northern (N-5AF), central (C-5AF)
and southern (5-5AF) geographical areas. Unlike

the phylogenetic trees (Fig. 2A, B), the Dxv-based
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dendrogram (Fig. 2C) displays a close relationship
between N-5AF and C-5AF clades, although the

internal branch connecting both groups is very

short. This analysis, moreover, points out the 01-

AR population (CAF) as basal to the other C. bergi
populations.

We determined whether these interpopulation

genetic differences also exhibit the molecular

signature of an isolation-by-distance pattern.
The analysis comparing geographical and genetic
distances including all populations shows a positive
and highly significant correlation (Table 56).

Remarkably, the analyses conducted separately for

ancient and recent forest populations also show

positive correlations that are significant for recent

forest populations and close to the critical value for

ancient forest populations (Table 56).

ABC analyses: global analyses. We applied the ABe

framework to investigate whether current range­

wide scale distribution of nucleotide diversity might
be explained by serial population founder events. We

tested four putative demographic scenarios (Fig. 54).
Although model1, which assumes the northernmost

population as the origin of genetic diversity, shows

the highest posterior probability (PP = 0.427), none
of the four evaluated scenarios fits significantly better
the data than the otherthree (Table 57). Furthermore,
estimates of the GLM for model1 does not fit well the

observed data (the fraction of retained simulations

with a smaller or equallikelihood than the observed

data under the GLM is very low, f = 0.023). These

results indicate that the extant genetic diversity
cannot be explained by the mere effect of successive

founder events. Therefore we should consider more

complex demographic scenarios to understand the

relative importance of forces driving extant genetic
distribution. Increasing the complexity of the model

(i.e., increasing the number of parameters) makes the

analysis computationally intensive and reduces the

confidence of the parameter estimates. To avoid this

problem, we modeled the history of each sampled
population separately.

ABC analyses: within-populaHon analyses. We

evaluated three competing evolutionary scenarios
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Table 2A. Summary of the COI nucleotide diversity estimates and neutrality tests
Locality n S h JI Tajima'sD Fu's FE Ra Z'"

01-AR 11 107 8 0.0650 1.464* 4.797* 0.245** 0.577
04-ED 36 12 7 0.0050 1.346 2.558 0.165 0.358
07-50 44 20 15 0.0045 -0.758 -3.28 0.087 0.067
10-58 10 31 6 0.0109 -0.993 1.842 0.205 0.481
13-EC 13 4 4 0.0019 0.792 0.514 0.191 0.425
16-88 25 6 7 0.0011 -1.159 -3.176**1 0.082* 0.013
19-PC 20 81 13 0.0461 2.167** 3.964 0.228** 0.711**
22-PI 22 6 6 0.0016 -0.686 -1.367 0.103 0.166
25-5L 9 99 7 0.0530 0.549 3.536 0.27 0.476
28-51 15 61 10 0.0115 -2.283**1 -0.157 0.232** 0.885**
31-5T 8 67 5 0.0457 2.464** 6.335** 0.279** 0.913**
Alllocalities 213 226 88 0.0754

*P < 0.05 **P < 0.01; lsignificant on the left tail

Table 2B. Summary of the ITS-1 nucleotide diversity estimates and neutra lity tests

z'"Locality n Si Sa h JI Tajima's D Fu's F,
01-AR 8 67/72 4 0.0436 -1.829*
04-ED 21 8/26 8 0.0029 -1.587*
07-50 10 7/21 6 0.0048 -1.116
10-58 9 0/1 1 O -

13-EC 10 3/3 2 0.0014 -1.562*
16-88 22 1/3 2 0.0002 -1.162
19-PC 11 59/64 5 0.0682 1.826*
22-PI 12 12121 6 0.0058 -1.865*
25-5L 2 010 1 O -

28-51 11 35/40 2 0.0150 -2.181 **1

31-5T 5 61/63 4 0.0841 1.567*
Alllocalities 121 86/176 28 0.0673

6.094**
-4.204**
-2.082*

0.315**
0.068**
0.112**

0.927**
0.120
0.188

1.225
-0.957
9.334**
-0.849

1**0.3
0.208**
0.243**
0.156

-

0.850**
0.306

-

9.321**
3.843

-

0.287**
0.283

1**
0.945**

51 = Complete deletion. 52 = Analysis using all positions. *P < 0.05 **P < 0.01; 'slgntñcant on the left tall

(Fig. 3). We found that in five populations (Ol-AR, It is important to note that the percentage

19-PC, 25-5L, 28-51 and 31-5T) our model choice

procedure was able to significantly choose one of

them (Table 58). From these populations only 19-

pe is situated inside the 5erra do Mar corridor, and

only Ol-AR was putatively covered by forest 21,000
years ago (according to paleoclimate models; 9).

Noticeably, in all these five cases, the model that

fits significantly better the data is the refugia (REF)
model, a scenario where current variation might
be explained by a secondary contact between

populations exhibiting old divergent lineages. The

19-PC has a somewhat different pattern since the REF

model has a high posterior probability (PP =0.982),
although does not explain well the empirical data
(f = 0.026). Likely, a more complex model should be

considered to explain the extant patterns of variation
observed in this population. Remarkably, neither

the bottleneck (BOT) nor the REF model can explain
significantly better the data than the standard neutral

model (5NM) in the other four populations (Table
58). In two cases (13-EC and 16-BB), however, the
BOT model shows posterior probabilities over 0.60,
which might indicate that these populations could

have suffered changes in their population size.

of false positives of our model selection procedure
is in all cases below the 5 %, which suggests that the

procedure is accurate (Table 59). Moreover, we also

investigated the stability of our results with regard to
both the posterior probabilities computation method
and the proportion of retained simulations (Pa). We

found that repeating the model selection step under

the GLM model using several Pa values or applying
the method of Beaumont (25) we reached the same

conclusions (results not shown).

In spite that we could be able to choose

the best model, the prediction error plots for the

PL5 components indicate that the involved summary

statistics do not provide enough information to

estimate divergence time parameters. Bayesian

analyses using BEA5T (Fig. SS), nevertheless,
reveal that the spllt between the main lineages
of populations involved in the secondary contacts

(between N-5AF, C-5AF and 5-5AF; in populations
19-PC and 25-SL) are very old and coincident with

the diversification of these three clades (aprox 8.5

and 7.5 Mya respectively). Although the common

ancestor for within-population lineages in 5-5AF

is slightly more recent, they are also very old (�6.5
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Mya). These results indicate that the origin of

extant genetic variation in the surveyed populations
backs to the Miocene, and its pattern of geographic
distribution would primarily be shaped by old

geological processes. On the other hand, the already
observed strong within-population genetic structure

clearly indicates that secondary contacts were

extremely recent (in the order of thousands of years).
This feature is also confirmed by the fact that in the

most structured populations (such as 31-ST and 25-

SL) individuals involved in the deepest lineages are

the same for COI and ITS-1 markers. That is, the

secondary-contact time has been so recent that

recombination between mitochondrial and nuclear

regions have not had the opportunity to occur. Likely,
these contacts were related with recent climatic

changes.

Discussion

Recent studies su pportingthat extant Neotropical
biodiversity is ancient, and usually predates the

early Pleistocene (11; 26), are debilitating the role

of Pleistocene refugia as the major mechanism

explaining species diversification. This fact does not

mean that refugia do not have any functional role;
instead, they have likely shaped extant biodiversity
distribution by keeping old diversity in scattered

points. Current molecular analyses on the distribution
and impact of refugia, however, are quite scarce and

biased: they have used high-mobility organisms and

have usually conducted a species-Ievel approach.
Moreover, the few population-Ievel analyses relied on

few samples, on species with low genetic variability or
on a statistically-inaccurate sampled strategy. Here,
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Fig. 3. Population demographic models used in the within-pop­
ulation ABe analyses. NA, effective size of ancestral population
relative to the current size, NO. (A) Bottleneck (BOT) model. Nb,
population size after the reduction (the same that in the beginning
of the expansion phase). texp, duration of the expansion event (in
4Ne generations from present to past). tb, time of bottleneck. (B)
Two refugia (REF) model. Nl and N2 indicate the population size

of each population or refugia relative to the current size, NO. tsplit,
the time when the two refugia joined to form present population.
tcoal, the time when the ancestral population splits up into two

refugia; x and l-x, indicates the average frequency contribution of
each refugia to the current population.

we overcome some criticallimitations by using a low

mobility organism and affording a broad sampling
intensity -including several individuals per loca lity

-which allows conducting appropriate coalescent­

bayesian analyses.

Ancient origin o/ c. bergi populations. With our

approach we show that within-species diversity
is very ancient; on the one hand, the inferred

phylogenetic trees have deep nodes (both at the intra

and interpopulation levels), and on the other hand,
current estimates ofwithin-population and between­

population nucleotide diversities are also very high.
Moreover, the combined molecular analysis using
mitochondrial (COI) and nuclear (ITS-1) markers

with morphological data allows us to be confident

that the deep clades observed at the within-species
level are not putative cryptic species, instead they
represent old genealogical lineages. Our molecular

dating results (Fig. SS) indicate that the extant levels

of within-species diversity are clearly previous (�10
Mya) to the last glaciation periods (stretched from

�116,OOO to 12,000 years ago, 27); that is the split
of C. bergi from the close outgroup species occurred

in the Miocene. But more importantly, many within­

species interpopulation splits are also very old,

predating the Early Pleistocene.

Genetic structure o/extant SAFpopulations. Current

predictions of paleoclimate models (Fig.S1) indicate
that the S-SAF, at difference to N-SAF and C-SAF, had

been completely depleted of wet forest during at

least the LGM (21,000 ya; 9), having recovered only in

recent years; the southern most regions, therefore,
should have been recolonized by forest biota

recently. Compiling empirical evidence, however, is
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controversial. Not only paleoclimatic and molecular

data are concordant in some studies (10; 13; 15; 16;

28), but they even have identified the molecular

signature of a recent population expansiono However,

Costa (29) and Thomé et al. (12), among others,

came to very different conclusions rejecting the post­

glacial colonization of southern territories as the

major explanation for the observed diversity pattern

or the levels of endemism. Our coalescent-based

population-genetic results clearly do not support

that S-SAF region was colonized recently (after the

last glacial period). We have indeed, i) not found

the characteristic molecular fingerprint left by a

population expansion; ii) showed that the values of

nucleotide diversity are rather high; and iii) observed

that putative recent-covered forest populations have

the characteristic isolation-by-distance signal, non­

expected for a recently colonized region. It could

be objected that the absence of a recent-expansion
molecular signature might be due to some lack of

statistical power. We think that this is not our case.

First, our COI analyses are based on a relatively
large sample size (an average of 19 individuals and

20 polymorphic sites per population; Table 2A).

Second, and more importantly, we found the specific

fingerprint of the genetic structure applying both

coalescent-based neutra lity tests (Table 2) and

coalescent-based ABe analyses (Fig. 4).

Our results in planarians, organisms depending
exclusively on the presence of good condition forest

are, therefore, compatible with a relatively stable

scenario where important parts of the S-SAF regions
had been covered by forest, at least in patches.
Remarkably our findings question the accuracy of old

forest-covered fragments predictions of paleoclimate

modeling, and does not support a putative migration

(from north to south) stated in 10; 13; 16 and 30. On

the contrary our results support the conclusions of

the studies identifying a high number of endemics

pecies in southern regions (14; 18) and genetic

signals of high diversity. A possible explanation for the
inaccurate prediction of paleoclimate models could

rely in the fact that the required ancient temperature
and precipitation predictions might be not precise

enough. Furthermore, these two parameters likely
are not sufficient to predict correctly the presence of

wet forest community.
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'. ry o sigru cant resu ts for the R2 and Zn5 statistics -calculated separately for COI and IT5-1 datasets- and combining both
markers In the ABC analyses.(A) Geographical distribution of the significant results for ABC (outer ring) and for marker-individual analy­
ses (lnner ring). (B) Tabular representation of the results. Red and green colors represent evidence for genetic structure and population
expanslon, respectively. Yellow figures indicate no significant results.
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N-SAF
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Fig. 5. Schematic representation of the putative evolutionary his­

tory of SAF populations. Red crosses represent population (line­
ages) extinctions caused by presumed reduction of forest-covered

areas during the Pleistocene. Dashed lines represent recent sec­

ondary contacts of isolated, but geographically close, populations
which remained covered by forest (refugia). For instance, popula­
tions 19-PC, 2S-SL and 31-ST could have originated by a process as

shown in populations C, E and G, respectively.

Results for the N-SAF and C-SAF populations are

much more compatible with paleoclimate model

predictions, showing a relatively neutral equilibrium

pattern with no evidence for genetic structure or

population expansion (Fig. 4). The single exception is

the 19-PC (C-SAF) population that harbors two very

divergent lineages, being one of them elosely related

to the lineages of N-SAF (see below). The Ol-AR (CAF)
also has a significant genetic structure. The basal

position of this population (Fig. 2C), however, clearly

suggests the existence of an ancient physical barrier

to gene flow, between CAF and SAF. The lack of other

CAF populations does not allow us to provide an

explanation on the origin of the two lineages.

Evolutionary history o/ SAF populations. Our global
coalescent-based ABC tests do not support any of

the four assessed global models (Table S7). These

results again do not support hypotheses dealing
with a global range displacement. On the contrarv,

the high genetic structure observed within some

(not all) populations and the single-population ABC

analyses evaluating the SNM, BOT and REF models

(Fig. 4 and Table S8), uncovers a much more complex

evolutionary history. Globally our results indicate

that the extant patterns of genetic diversity are

high, ancient -predating the Pleistocene- and have
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been shaped by complex interactions among diverse

processes. Our findings, moreover, are compatible
with a continuous presence of forest (at least in a

number of patches) along the SAF.

Our genetic data reveal three major and old

ciad es, delimiting three SAF regions (N-SAF, C-SAF and

S-SAF; Fig. 2), whereas the Ol-AR (CAF) population
has a basal position. The origin of these regions could

be explained by major geological or geographical
barriers. For instance, the Guapiara lineament and

the Paranapanema river are situated between

populations 22-PI and 25-SL, and between 10-SB and

13-EC we find the Upper Rio Sao Francisco crustal

discontinuity and the Campo do Meio fault zone (12).

Also, the subdivision within the C-SAF into two groups

(16-BB and 19-PC vs 13-EC and 22-PI) can be related

to the Paraíba do Sul River Valley formation (from 15

to 1 Mya; 13; 31; 32) that resulted in two ofthe major
AF mountain ranges, Serra do Mar and Serra de

Mantiqueira. Noticeably, and as expected by a majar

geological event, this pattern is also observed in birds

(13; 16), harvestman (18), and even in another land

planarian species (data not shown).

Our data reveal that the three SAF geographic

regions underwent a different recent evolutionary

history. In this sense, the N-SAF likely has been the

most climatically stable reglen, mostly covered by
forest and with few or no important effects caused by
the Pleistocene glacial activity (Fig. 5). Consequently
these populations are essentially at rnutation­

drift equilibrium with no elear evidence of genetic
structure or population expansiono The C-SAF genetic
features also suggest that this region has been

partially covered by forest for a long period of time.

Nevertheless, the low altitude and close proximity
to the ocean of population 19-PC could make it

very sensitive to the sea level changes associated

with Pleistocene cyeles of glacial contractions and

interglacial expansions (33). These changes might
have produced repeated cyeles of isolation and

merging of populations that may explain the presence

in population 19-PC of individuals coming from the

north (elosely related to the N-SAF populations)
resulting on its high genetic structure (Fig. 5).
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The evolutionary history ofthe S-SAF region
has been more complex (Fig. S). We show that this

area was not recently colonized by land planarians,

instead they probably were present for a long
time (at least for 6-7 Mya, Fig. SS). Consequently,
this region should be covered by forest, at least in

many patches. Moreover, we also show that S-SAF

populations are highly structured (Fig. 4). In this

sense the single-population ABC analyses (which
combined nuclear and mitochondrial information,

genome regions with different effective population

sizes) are very informative. These analyses
indicate that the observed genetic structure is not

compatible with the neutral equilibrium. Instead,
it might represent recent secondary contacts

among genetically differentiated populations (likely
isolated in forest patches). Since the levels of genetic
variation exhibited by S-SAF populations are high,
these forest patches should not be small. Land

planarian S-SAF populations could come in contact

as a result of Pleistocene interglacial expansions. The

analyses also uncover another putative secondary

merge between populations situated at both sides

of the ancient geological barriers that originated
the three main clades. Indeed, some lineages of the
25-SL population are closely related to individuals

of 16-BB ad 19-PC (C-SAF) populations (Fig. 2A);
feature that might indicate recent contacts between

coastal C-SAF and S-SAF populations. These recent

contacts through coastal regions contrast with the

effectiveness of tectonic discontinuities preventing
the gene flow in the interior (there is no evidence for

secondary contacts between 22-PI and 2s-SL being
geographically very close), and again argues for sea

level changes as a major factor explaining current

patterns of genetic diversity.

Conclusions

Our exhaustive phylogeographic study at the

AF using flatworms allowed us to contrast specific
alternative hypothesis regarding the origin and the

factors explaining extant patterns of genetic diversity.
Current planarian's populations exhibit high levels of

genetic diversity that could be traced back, at least,
to the Miocene. Moreover, our results would suggest

that a number of S-SAF areas should be covered

by forest for a relatively long time. We found no

simplistic global evolutionary scenario that could fit

the data, instead extant biodiversity patterns have

been shaped by the interaction of complex geological
and evolutionary processes. Remarkably, our results

question the accuracy of paleoclimate modeling for

small-scale predictions, and confirm flatworms as

excellent organisms to improve the resolution of

these models. This feature is particularly important
to provide accurate scientific-based information

to make sound conservation-policy decisions, for

instance, in the establishment of the best areas to

be protected before losing undocumented variability
or to be connected to resto re the ecosystem

functionality. In this context, both a good knowledge
of current and ancient biodiversity patterns, but also

their evolutionary history, is critical.

Material and Methods

Study orea and samp/e processing. The study area ineludes the

Atlantic rain forest of the Brazilian states of Espírito Santo (ES),
Rio de Janeiro (RJ), and the East Coast of the states of Sao Paulo

(SP), Paraná (PR), Santa Catarina (Se¡ and Rio Grande do Sul (RS).
Sampling was performed in 13 conservation units within and

outside the Serra do Mar corrldor, altitudes of sampling localities

ranged from sea level up to 1000 m (Table 1, Fig. 1). Of all species
of land planarians sampled we selected Cepha/oflexa bergi (34)
(213 specimens) since it has the widest distribution across the

SAF (only lacking in populations ll-CJ and 34-SN), a relatively high
abundance, and for its level of genetic variability (22). The animals
were collected directly on the ground in natural protected areas

and surrounding localities. Each animal was photographed and cut

into two pieces. One part was fixed in absolute ethanol (for DNA

extraction) and the other in 10% formalin for identification after

histological processing.
Pa/aeoc/imaticmode/s. We used DIVA-GIS software v. 7.1.7.2.

(www.DIVA-GIS.org; 35) to determine which of our sampled
populations are located in areas predicted to have been covered

by forest during the last glacial maximum (LGM) and the Holocene

era (21 and 6 kya)(9). We determined the predicted ancient forest

coverture by superimposing the geographical coordinates of our

sampling points into the map produced by Carnaval & Moritz (9)
basing on temperature and precipitation layers (Fig. 51).

Morph%gica/ ana/ysis. 32 specimens were analyzed
morphologically in order to confirm the species assignation. Tissue

blocks of the cephalic region, the pharynx or the copulatory organs
were embedded in Paraplast, sectioned at 7 urn, and stained
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with Mallory I Cason trichrome stain (36). As the copulatory
apparatus is the main structure for unequivocal identification, we
reconstructed the copulatory apparatuses with a camera lucida

attached to a light microscope. Vouchers are deposited in the

Museu de Zo%gia da Universidade de 5aa Pau/o (MZUSP)(Table
51).

DNA extraction, gene amp/ification and sequencing. Samples
preserved in 100% ethanol were digested in Iysis buffer and

Proteinase K overnight. Whole genomic DNA was extracted using
the Wizard· Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison,
WI, USA). Approximately lOng of DNA were used as template for

polymerase chain reactions(PCR) to amplify a section of almost 1kb

of the mitochondrial gene cytochrome oxidase I (COI) using the

following oligonucleotides: BarT: ATGACDGCSCATGGTTTAATAATGAT

(22) and COIR: CCWGTYARMCCHCCWAYAGTAAA (37). We also

used three internal primers to acquire the sequences: BarS:

GTIATGCCTGTAATGATIG, COIF: CCNGGDTTTGGDATDRTWTCWCA

and BBC: CCAAAAGAAAAATCCTINCC (22). With

primers ITS9F: GTAGGTGAACCTGCGGAAGG and ITSR:

TGCGTICAAATIGTCAATGATC (38) we amplified �500bp of the

nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS-1) intron. In this
case the same primers were used for both PCR amplification and

sequencing. PCR conditions for COI using Go Taq" DNA Polymerase
(Promega) were the same as those used in Álvarez-Presas et al.

(22). Amplification products were purified with the lIIustra™ GFX

PCR DNA Purification Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
or with a vacuum manifold (Multiscreen"HTS Vacuum Manifold,

Millipore Corporation, Billerica, MA 01821 U.S.A). For COI we

used the PCR products as template in sequencing reactions

using Big-Dye (3.1, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and
the reaction products were separated on the ABI Prism 3730

automated sequencer (Unitat de Genórnica deis Serveis Cientifico­

Técnlcs de la UB). ITS-1 sequences were carried out by Macrogen
Inc. (Korea). After revising the chromatograms, we allgned
sequences using MAFFT version 6 (39) and then checked them

by eye with Bioedit v.7.0.9.0 software (40). COI sequences were

translated into aminoacids and used as a guide for the nucleotide

alignment. For ITS-1 sequences, those positions that could not

be unambiguously aligned were subsequently excluded from the

analyses using GBlocks 0.91b (41). The list of C. bergi individuals
and outgroups included in the analyses together with its GenBank

Accession Numbers are provided in Supplementary Table 1.

Phy/ogenetic ana/ysis. We determined the evolutionary
nucleotide model that best fits the data for all phylogenetic and

dating analyses using jModelTest 0.1.1 (42) applying the Akaike

information criterion (AIC). We used Maximum Likelihood (ML)
and Bayesian Inference (BI) methods to estimate phylogenetic
relationships independently for COI and ITS-1 datasets. ML

analysis was run in RAxML 7.0.0 software (43) and bootstrap
support (BS) values (44) were calculated from 10,000 replicates. BI
trees were inferred with MrBayes v. 3.1.2 (45). Two independent
runs were performed for 3 million generations, sampling every

100 generations. The percentage of burn-in for each analysis
was determined by plotting the log-likelihood values versus
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generation number. To test whether population Ol-AR, showing a

long branch in the trees, could be wrongly situated due to a Long
Branch attraction artifact, we performed two extra ML analyses.
In one case we removed the most variable positions (5thcategory)
estimated from the entire alignment. In the second case we

removed (in all sequences) those variables positions from the

Ol-AR population. We applied the GTR model in MEGA 5 (46) to
estimate the substitution rates for each position in the COI dataset.

We estimated the divergence time of the sampled
populations with BEAST v. 1.6 (47) using the two most distant

COI sequences of each population. We used the uncorrelated

lognormal relaxed clock model with a mean substitution rate of

0.0173 nucleotide substitutions per site and per million year

(calculated for Ougesia, a genus of freshwater planarians, Sola

et al personal communication). We ran 10,000,000 iterations of

the Markov Chain Monte Cario (MCMC), from which we sampled
10,000 trees and discarded 2,500 (burn-in period) to obtain

the posterior estimates of the node ages. We determined the

convergence of the MCMC sampler using TRACER v1.5 (48).

Popu/ation geneticana/ysisandneutra/itytests. The analyseswere
conducted using all COI sequences although we discarded a few

ITS-1 sequences with ambiguity positions (Table 1). For both intra

and inter-population genetic analyses we used the program DnaSP

v5.10 (49). We estimate the intrapopulation genetic diversity by
the number of haplotypes (h), haplotype (Hd), nucleotide diversity
[rt: 50), and the Watterson parameter (8w) (51). In order to test

if all the populations are under the neutral hypothesis for both
nuclear and mitochondrial markers we conducted three neutrality
tests (Tajima's O, (52); Fu's Fs' (53) and R2; (54)), estimating
their statistical significance by 10,000 replicates of computer
simulations based on the coalescent process (55). To test for

structure in the studied populations we estimated the global
levels of linkage disequilibrium (LO) by the Zns (56) statistic and the
association among segregating sites with the Wall's Q statistic (57),
assessing their statistical significance by coalescence simulations

(10,000 replicates). At the interpopulation level we measured the

levels of nucleotide diversity between populations by the 0xv and

Da parameters (50). We determined whether these populations
are genetically differentiated using the 5nn statistic (58), and

estimated its statistical significant by performing a permutation
test (10,000 replicates). We also estimate the levels of gene

flow among populations from the N" statistic (59) and assuming
the infinite island model (60). A Mantel Test (61) was performed
using the Isolation by Distance Web Service 3.2 (62) with 30,000
randomizations to assess the regression significance between

pairwise genetic distances (Oxv) against the natural logarithm­
transformed geographical distances. Most of these analyses were
carried out using DnaSP version 5.10 (49).

Mode/ing the demographic history with ABC. We used the

ABC-GLM method (63) to compare different coalescent-based

evolutionary models for the land planarians from the AF of Brazil.

We tested four scenarios (based on a structural serial founder

model) to infer general patterns of the distribution of genetic
diversity (Fig. 54). We assume that the time required for a new
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founder event from an existing population (tJ, the population size

of founder populations (x), and the duration of bottlenecks (tb),
are the same for all consecutive events. In the first model (model

1) we assume that populations originated by several serial founder

events from the most northerly population (Ol-AR) to the most

southern latitudes (31-ST). In the second model (model 2) these

events occur in the opposite direction, from higher latitudes

(31-5T) to lower ones (Ol-AR). The other two models assume

that populations are funded from the ends toward the centre

(modeI3), and from the centre toward the ends of current speeies

distribution (model 4).To avoid spurious results using populations
at similar latitude (mainly C-SAF populations) we conducted this

analysis using only 8 populations (all populations except 13-EC,

19-PC and 22-PI). Furthermore, we also assume in all models that

there is no migration among populations due to the low mobility
ofthe studied individuals.

Priors of parameters shared by all populations, l.e.,
coalescence times (to' te and tb) and x, were set as uniform

distributions, ranging from O to 5 (in units of 4N generations) and O

to 1, respectively. We also estimated the effective population size

(N) of all populations relative to that of population 1 (which was

set to 1) by using a truncated normal distributed hyper prior with
mean 1, and standard error uniformly distributed from 0.25 to 2.

We used the multilocus coalescent simulation program

m/coa/sim (version 1.98) (64) to conduct the coalescent simulations
and to calculate the summary statistics (of the simulated data) for
the ABC analysis. The information of the two studied loei (/TS-1

population that undergoes a bottleneck with a further recent

expansion (BOT model), and iii) two isolated populations (refugia)
with a subsequent secondary contact (REF model) (Fig. 3). Priors
for coalescent times (t.,.p and tbot in BOT and t,P" and tco.' in REF)
and x (which represent the relative contribution of the different

refugia to the present population size) were uniformly distributed
as in previous analyses. Population size changes in the BOT model

were modeled with a logistic curve as implemented in mlcoalsim

programo The PLS transformation, the post-sampling adjustment
and model choice steps (across the SNM, BOT and REF models)
were performed as in the structural serial founder model analysis.
We validated our model selection procedure based on Peter et

al. (66). In particular, we simulated 1,000 data sets for eaeh non­

selected model in the model choice procedure, and computed for
eaeh pseudo-observed replicate, the posterior probability that this
data was generated under eaeh of the three competing models.

The precision of the model choice procedure was estimated as the

proportion of data sets correctly assigned to the selected model.

ABC-GLM analyses were performed using programs and R scripts
from the ABCtoolbox package (67), and Perl scripts specifically
written for this analysis.
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Supplementary Information
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Fig. 51. Predicted forest-covered areas in the Atlantic Forest 21,000 years ago (green layer) and 6,000 years ago (salmon layer). Data from
the narrower definition of Carnaval & Moritz (2008).

A

Fig. 52. Detailed Bayesian Inference tree for COI dataset (A) and IT5-1 data (B). Each color corresponds to one sampling locality and nurn­

bers at nodes indicate Posterior Probability.
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A

Outgroup

B

Fig. 53. COI Bayesian Inferenee trees built after removing the most variable positions (Stheategory) (A) Analyses eondueted after re­

moving in all sequenees the most variable positions estimated from the Ol-AR population. (B) Analyses eondueted after removing in all

sequenees the most variable positions estimated using all sequenees.
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Fig. 54. Graphieal representation of the four serial founder events-based models used in the global ABC analyses. Thieker arrows indieate

a colonization evento tO, time to the last colonization event, tb, bottleneek duration; te, time between the eolonization event and the pop­
ulation reeovery (to the eurrent population size, Ne) after the bottleneek phase. Time parameters are expressed in 4Ne generation units.

132



Capítol4 Resultats

��� CAF

_ N-SAF
O C-SAF

O S-SAF

1HCF2935

1Ha'5Q08

22""1'S089

n.f'IFZSII4

1,&0881'2138

16-811F411 B

1iH'CF4U7

2!HLlF5611

�
2!!>-'S�F11l28

2$-SU'1f;06

2B.sIF1528

2MJF4UO

¡S1-STF329S

31-$TFIl236

Ci13F3011

Ci54F3400

Ci51,,"15

2,5 0.0 uya15,0 ";Z,5 10,0 1,5 5,0

I Miocene
I ,Neogen_e

Pleistocene IHolocene
lQuatérnarv I

Fig. SS. Bayesian Inference tree inferred to estimate C.bergi diversification. The focal nodes are indicated by a black spot. The green
horizontal bar indicates the 95% highest posterior density interval,

133



Filogeografia Bose Atlántic brasiler en preparació

Table 51. Samples used in this study with their GenBank Accession numbers.

Collecting loca lity
Molecular

N. MZUSp· COI ITS-1
tilde

R. B. Augusto Ruschi (Ol-AR) / ES F2261 MZUSP PL 1106 ? ?

F2263 MZUSP PL355 ?

F2270b MZUSP PL 1107 ? ?

F2288 MZUSP PL356 ?

F2328 MZUSP PL 1110 ? ?

F2331 MZUSP PL 1111 ? ?

F2345 MZUSP PL 1112 ?

F2380 MZUSP PL357 ?

F2395 MZUSP PL 1114 ? ?

F2401 MZUSP PL 1115 ? ?

F2408b MZUSP PL 1116 ?

F2449 MZUSP PL 1117 ? ?

F2486b MZUSP PL359 ?

P.E. do Desengano (04-ED) / RJ F2159b MZUSP PL339 ?

F2160 MZUSP PL340 ?

F2161 MZUSP PL341 ?

F2162 MZUSP PL342 ?

F2163 MZUSP PL343 ? ?

F2164 MZUSP PL344 ?

F2165b MZUSP PL345 ?

F2166 MZUSP PL346 ?

F2186 MZUSP PL347 ? ?

F2203 MZUSP PL352 ?

F2220 MZUSP PL353 ? ?

F2222 MZUSP PL354 ?

F3987 MZUSP PL620 ? ?

F4003 MZUSP PL621 ? ?

F4009 MZUSP PL622 ? ?

F4010 MZUSP PL623 ?

F4013 MZUSP PL624 ? ?

F4015 MZUSP PL625 ?

F4021 MZUSP PL626 ? ?

F4023 MZUSP PL627 ? ?

F4025 MZUSP PL628 ? ?

F4028 MZUSP PL629 ? ?

F4033 MZUSP PL630 ? ?

F4034 MZUSP PL631 ? ?

F4037 MZUSP PL632 ? ?

F4040 MZUSP PL633 ? ?

F4046 MZUSP PL634 ?

F4058 MZUSP PL635 ? ?

F4064 MZUSP PL637 ?

F4066 MZUSP PL638 ?

F4069 MZUSP PL639 ? ?

F4075 MZUSP PL640 ? ?

F4077 MZUSP PL641 ? ?

F4086 MZUSP PL642 ? ?

F4091 MZUSP PL643 ? ?

F4093 MZUSP PL644 ? ?
P.N.S. dos Órgáos (07-S0) / RJ F2573 MZUSP PL360 ? ?

F2603b MZUSP PL363 ?

F4184 MZUSP PL854 ?

aVouchers are deposited in the Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP)
b Individuals whose internal anatomy has been analyzed morphologically
*Floresta Nacional de Sao Francisco de Paula
? GenBank accession number not available yet
- Sequence not obtained
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Table 51. continued.

Collecting locality
Molecular

N. MZUSP' COI ITS-l
tilde

F4191 MZUSP PL855 ?

F4192 MZUSP PL856 ?

F4193 MZUSP PL857 ?

F4196 MZUSP PL858 ?

F4198 MZUSP PL859 ?

F4199 MZUSP PL860 ? ?

F4201 MZUSP PL861 ?

F4204 MZUSP PL863 ?

F4205 MZUSP PL864 ? ?

F4206 MZUSP PL865 ? ?

F4207 MZUSP PL866 ? ?
F4208 MZUSP PL867 ?

F4209 MZUSP PL868 ? ?

F4211 MZUSP PL869 ?

F4213 MZUSP PL870 ?

F4214 MZUSP PL871 ?

F4258 MZUSP PL897 ?

F4260 MZUSP PL899 ?

F4265 MZUSP PL900 ?

F4267 MZUSP PL901 ? ?

F4274 MZUSP PL905 ? ?

F4286 MZUSP PL910 ? ?

F4290 MZUSP PL913 ? ?

F4298 MZUSP PL915 ?

F4299 MZUSP PL916 ?

F4300 MZUSP PL917 ?

F4302 MZUSP PL919 ?

F4303 MZUSP PL920 ? ?

F4304 MZUSP PL921 ?

F4305 MZUSP PL922 ?

F4306 MZUSP PL923 ?

F4307 MZUSP PL924 ? ?

F4308 MZUSP PL925 ?

F4315 MZUSP PL928 ?

F4318 MZUSP PL930 ?

F4320 MZUSP PL931 ?

F4324 MZUSP PL932 ?

F4325 MZUSP PL933 ?

F4326 MZUSP PL934 ? ?
P.N.S. da Bocaina (10-SB) / SP F2109 MZUSP PL328 HQ026416 HQ026455

F2794 MZUSP PL397 HQ026433 HQ026461
F2800b MZUSP PL398 HQ026434 HQ026462
F2801b MZUSP PL399 HQ026435 HQ026463
F2804b MZUSP PL400 HQ026436 HQ026464
F2805b MZUSP PL401 HQ026437 HQ026465
F2811b MZUSP PL402 HQ026438 HQ026466
F2837b MZUSP PL405 HQ026440
F2845b MZUSP PL407 HQ026423 HQ026470
F2846b MZUSP PL408 HQ026424 HQ026471

P.E.S. da Cantareira (13-EC) / SP F2935 MZUSP PL422 ? ?

F2986 MZUSP PL472 ? ?

F2995 MZUSP PL473 ? ?

F3008 MZUSP PL475 ? ?

F3061 MZUSP PL479 ? ?

F3066 MZUSP PL545 ? ?

F3522 MZUSP PL548 ? ?

F3524 MZUSP PL549 ?

F3530 MZUSP PL550 ? ?
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Table 51. continued.

Collecting locality
Molecular

N. MZUSP' COI ITS-l
tilde

F3534 MZUSP PL551 ? ?

F3546 MZUSP PL552 ?

F3703 MZUSP PL567 ?

F3742 MZUSP PL569 ? ?

E.B. de Boraceia (16-BB) / SP F2138b MZUSP PL337 HQ026419 HQ026458
F2149 MZUSP PL338 HQ026420 HQ026459
F4103 MZUSP PL811 ? ?

F4110 MZUSP PL813 ? ?

F4111 MZUSP PL814 ? ?

F4118 MZUSP PL815 ? ?

F4120 MZUSP PL816 ? ?

F4121 MZUSP PL817 ?

F4122 MZUSP PL818 ? ?

F4123 MZUSP PL819 ?

F4124 MZUSP PL820 ?

F4126 MZUSP PL822 ? ?

F4127 MZUSP PL823 ? ?

F4147 MZUSP PL830 ? ?

F4148 MZUSP PL831 ? ?

F4149 MZUSP PL832 ? ?

F4150 MZUSP PL833 ? ?

F4164 MZUSP PL846 ? ?

F4165 MZUSP PL847 ? ?

F4166 MZUSP PL848 ? ?

F4167 MZUSP PL849 ? ?

F4168 MZUSP PL850 ? ?

F4174 MZUSP PL851 ? ?

F4175 MZUSP PL852 ? ?

F4176 MZUSP PL853 ? ?

Cambury (19-PC) / SP F1034 MZUSP PL303 ?

F1035 MZUSP PL304 ? ?

F1038 MZUSP PL305 ?

F1045 MZUSP PL306 ?

F1048 MZUSP PL307 ? ?

F4337 MZUSP PL939 ? ?

F4338b MZUSP PL940 ? ?

F4339 MZUSP PL941 ? ?

F4350b MZUSP PL951 ? ?

F4352 MZUSP PL952 ?

F4355 MZUSP PL953 ? ?

F4356 MZUSP PL954 ?

F4378 MZUSP PL974 ?

F4380 MZUSP PL975 ?

F4401 MZUSP PL991 ? ?

F4403 MZUSP PL992 ? ?

F4404 MZUSP PL993 ?

F4407 MZUSP PL994 ? ?

F4408 MZUSP PL995 ?

F4410 MZUSP PL996 ? ?

P.E. Intervales (22-PI) / SP F2644 MZUSP PL370 ? ?

F2697 MZUSP PL377 ? ?

F2698 MZUSP PL378 ?

F2702 MZUSP PL379 ? ?

F2769 MZUSP PL389 ? ?

F2785 MZUSP PL392 ? ?

F3081 MZUSP PL480 HQ026426
F3082 MZUSP PL481 ?
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Table 51. continued.

Collecting locality
Molecular

N. MZUSp· COI ITS-l
cllde

F3088 MZUSP PL483 ?

F3089 MZUSP PL484 ? ?

F3091 MZUSP PL485 ? ?

F3095 MZUSP PL486 ? ?

F3097 MZUSP PL487 ? ?

F3100 MZUSP PL489 ?

F3101 MZUSP PL490 ? ?

F3104 MZUSP PL491 ?

F3105 MZUSP PL492 ?

F3109b MZUSP PL494 HQ026427 HQ026474
F3111 MZUSP PL496 ? ?

F3146 MZUSP PL500 ? ?

F3798 MZUSP PL615 ? ?

F3805 MZUSP PL616 ?

Parque Saint Hilaire (25-SL) / PR F1606 MZUSP PL321 ?

F1610 MZUSP PL322 ? ?

F1616 MZUSP PL323 ? ?

F1628b MZUSP PL324 ? ?

F1664b MZUSP PL326 HQ026401
F3583 MZUSP PL558 ?

F3585 MZUSP PL560 ?

F3611 MZUSP PL565 ? ?
Parque Nacional Serra do Itajaí (28- F1528 MZUSP PL308 ?
SI)/SC

F1532 MZUSP PL309 ? ?

F1555 MZUSP PL310 ?

F1570 MZUSP PL311 ?

F1572 MZUSP PL312 ? ?

F1576 MZUSP PL313 ?

F1580 MZUSP PL314 ? ?

F1582 MZUSP PL315 ? ?

F1583 MZUSP PL316 ?

F1584 MZUSP PL317 ? ?

F1585b MZUSP PL318 ?

F1596 MZUSP PL319 ? ?

F1598 MZUSP PL320 ? ?

F4610 MZUSP PL 1103 ? ?

F4635 MZUSP PL 1104 ? ?

F4636 MZUSP PL 1105 ? ?
Parque Estadual Serra do Tabuleiro

F3230 MZUSP PL501 ?
(31-ST) / SC

F3236 MZUSP PL502 ? ?

F3257 MZUSP PL504 ? ?

F3295 MZUSP PL506 ? ?

F3306 MZUSP PL507 ? ?

F3313 MZUSP PL510 ?

F3906 MZUSP PL617 ? ?

F3913 MZUSP PL618 ?

Outgroup (Choeradoplana banga)
P.E.S. da Cantareira (13-EC) / SP F3011 MZUSP PL477 ?

Choeradoplana iheringi
Parque Estadual Serra do Tabuleiro

F3315 MZUSP PL511 HQ542891
(31-ST) / se

FLONA* (34-FN) / RS F3400 MZUSP PL521 HQ026429
Cephaloflexa sp.
R. B. Augusto Ruschi (Ol-AR) / ES F2473 MZUSP PL 1118 ?

F2474 MZUSP PL 1119 ?

F2477 MZUSP PL 1120 ?
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Table S2A. Summary of the neutrality tests for the COI gene

Neutrality test

Population
Tajima's D Fu's Fs Ramos-Onsins & Rozas Rz

n D 95%CI F 95%CI R 95%CI

01-AR 11 1.464* (-1.733,1.631) 4.797* (-1.950,4.848) 0.245** (0.097 , 0.219)
04-ED 36 1.346 (-1.691, 1.817) 2.558 (-5.213,5.928) 0.165 (0.061 , 0.186)

07-50 44 -0.758 (-1.700,1.920) -3.28 (-5.197,5.943) 0.087 (0.055, 0.180)

10-58 10 -0.993 (-1.739,0.167) 1.842 (-3.713,4.738) 0.205 (0.104,0.235)

13-EC 13 0.792 (-1.685, 1.872) 0.514 (-2.443,3.733) 0.191 (0.111,0.266)
16-88 25 -1.159 (-1.686, 1.941) -3.176** (-2.550, 3.960) 0.082* (0.077 , 0.242)
19-PC 20 2.167** (-1.746,1.638) 3.964 (-4.504,5.190) 0.228** (0.080, 0.191)
22-PI 22 -0.686 (-1.678,1.917) -1.367 (-2.756,4.043) 0.103 (0.084, 0.242)
25-5L 9 0.549 (-1.669, 1.612) 3.536 (-1.580,5.057) 0.207 (0.101, 0.235)
28-51 15 -2.283** (-1.772 , 1.697) -0.157 (-4.548,5.229) 0.232** (0.089, 0.209)
31-5T 8 2.464** (-1.605 , 1.577) 6.335** (-1.494,5.080) 0.279** (0.106, 0.251)
*P < 0.05 **P< 0.01

Linkage Disequilibrium
Population

Zns 95%CI Wall'sQ 95%CIn

01-AR 11 0.577 (0.168,0.649) 0.489 (0.102 , 0.597)
04-ED 36 0.358 (0.046 , 0.502) 0.417 (0,0.518)
07-50 44 0.067 (0.038, 0.489) 0.210 (0,0.5)
10-58 10 0.481 (0.142,0.717) 0.467 (0,0.692)
13-EC 13 0.425 (0.011,1) 0.500 (0,1)
16-88 25 0.013 (0.003,1) O (0,1)
19-PC 20 0.711** (0.113,0.543) 0.595** (0.063 , 0.482)
22-PI 22 0.166 (0.004,1) O (0,1)
25-5L 9 0.476 (0.187,0.695) 0.330 (0.115, 0.641)
28-51 15 0.885** (0.116,0.625) 0.877** (0,0.580)
31-5T 8 0.913** (0.201 r 0.726) 0.851** (0.119,0.679)
*P < 0.05 **P< 0.01
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Table S2B. Summary of the neutra lity tests for the ITS-l gene

Neutrality test

population
Tajima'sD Fu's Fs Ramos-Onsins&Rozas R2

n D 95%CI F 95%CI R 95%CI

01-AR 8 -1.829* (-1.627, 1.634) 6.094** (-2.531,4.727) 0.315** (0.106,0.254)

04-ED 21 -1.587* (-1.653, 1.900) -4.204** (-2.608,4.020) 0.068** (0.090, 0.248)

07-50 10 -1.116 (-1.668, 1.830) -2.082* (-2.481 r 3.779) 0.112** (0.123,0.3)

10-58 9

13-EC 10 -1.562* (-1.562,1.641) 1.225 (-1.430,2.429) 0.3 (0.146, 0.3)

16-88 22 -1.162 (-1.747,1.797) -0.957 (-5.262,5.604) 0.208** (0.075,0.192)

19-PC 11 1.826* (-1.721,1.617) 9.334** (-2.907,5.050) 0.243** (0.097, 0.219)

22-PI 12 -1.865* (-1.747,1.816) -0.849 (-2.897,4.278) 0.156 (0.108, 0.265)
25-5L 2

28-51 11 -2.181 ** (-1.778,1.713) 9.321** (-3.679, 4.652) 0.287** (0.101, 0.232)

31-5T 5 1.567* (-1.203 r 1.583) 3.843 (-0.365,5.095) 0.283 (0.102,0.348)

*P< 0.05 **P< 0.01

Population
Linkage Disequilibrium

n Zns 95%CI Wall'sQ 95%CI

01-AR 8 0.927** (0.190,0.747) 0.910** (0.087,0.72)
04-ED 21 0.120 (0.004,1) O (0,1)
07-50 10 0.188 (0.012,1) 0.286 (0,1)
10-58 9

13-EC 10 1** (0.012,1) 1** (0,1)
16-88 22

19-PC 11 0.850** (0.157,0.657) 0.898** (0.08 r 0.612)
22-PI 12 0.306 (0.018 , 0.88) 0.818 (0,1)
25-5L 2

28-51 11 1** (0.121,0.724) 1** (0,0.706)
31-5T 5 0.945** (0.281 r 0.867) 0.933** (0.182,0.851)
*P<0.05 **P< 0.01
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01-AR 5.26xl0·6
04-ED 0.043
07-50 0.025
10-58 0.018
13-EC 0.073
16-88 0.001
19-PC 0.000
22-PI 0.012
25-5L 0.482
28-51 1.16xl0-4
31-ST 8.11x10-S

0.003
0.194
0.250
0.288
0.139
0.103
0.015
0.176
0.141
0.051
0.121

O. 13
0.998
0.980
0.890
0.990
0.090
0.002
0.548
0.324
0.068
0.090

5.48xlO-7
0.114
0.050
0.024
0.357
0.008
7.02xlO-'
0.031
0.255
6.46xl0-sZ
7.30x10-109

2.8xlO-4
0.507
0.492
0.381
0.683
0.650
0.003
0.454
0.075
2.82xl0-49
1.09xl0-10S

O. 05
0.991
0.993
0.872
0.980
0.173
0.001
0.542
0.178
0.000
0.000

0.002
0.067
0.026
0.021
0.093
0.003
2.51x10-s
0.025
2.684
0.002
0001

0.997***
0.299
0.257
0.331
0.177
0.247
0.982***
0.370
0.785*
0.949**
0879*

O. 65
1.000
0.974
0.886
0.992
0.134
0.026
0.729
0.960
0.515
0427
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Table 56. Summary of the isolation-by-distance analysis obtained from 0xv values vs log geographical
distance (km).

COI ITS-l
Loca lites Z

P-value
Z

P-value
r

(r <= O)
r

(r<=0)
Ancient Forest

01-ED; 04-ED; 07-50; 10-5B and 13-EC 2.1707 0.6015 0.0585 2.1152 0.6087 0.083

Recent Forest
16-88; 19-PC; 22-PI; 25-5L; 28-51 and 31-5T 3.1481 0.5234 0.0398* 3.5223 0.4319 0.0433*

AI/localities 12.7441 0.5274 0.0003** 13.4694 0.426 0.0025**

*P < 0.05 **P < 0.01

Table 57 ABC results of the serial founder events models

Model MD PP f

Model1 1.93x10-6 0.427 0.023

Model2 1.38x10-6 0.306 0.019

Model3 3.69x10-7 0.143 0.011

Model4 8.38x10-7 0.202 0.019

MO, Marginal Density
PP, Posterior Probability
J, Fraction of retained simulations with a Iikelihood value smaller or equal than ofthe observed data under
the GLM and using 5 PLS components

Analysis based on 8 populations

Table 58. ABC results for the within-populations analyses.

Population
Standard Neutral Model Bottleneck Model Two Refugia Model

MO, Marginal Density
PP, Posterior Probability
f, Fraction of retained simulations with a likelihood value smaller or equal than of the observed data under
the GLM and using 5 PLS components
*, Bayes Factors > 1:5

**, Bayes Factors > 1:10

***, Bayes Factors > 1:50
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Table 59. Validation results for ABC-based model choice approach
population Observed data Pseudo-observed data sets

PPREP' Q PP REF(SNM)b P(%) Q PP REF(BOT)b P(%)
01-AR 0.997 0.748 0.1 0.681 O

19-PC 0.982 0.739 0.3 0.597 O

25-SL 0.785 0.681 2.6 0.667 1.9

28-51 0.949 0.776 1 0.490 O

31-ST 0.879 0.783 1.6 0.399 O

a, Posterior Probability of observed data under the REF model

b, Quantile 95% ofthe distribution of Posterior Probabilities of 1000 pseudobserved data (obtained from the

model in parentesis) under the REF model

P" Proportion of of data incorrectly asingned to REF model
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ANNEX

The original design of our Atlantic Forest study aimed to perform a comparative

phylogeographic analysis, expanding with multiple populations our previous study surveying
the Serra da Bocaina conservation unit (10-SB) (Álvarez-Presas et al. 2011). In that study the

comparative analysis of C. bergi and Geoplana goetschi sensu Marcus 1951 revealed that

both species have similar patterns of nucleotide variability distribution and suggested that

the analysed geographic region would have remained stable. However, after extensive and

intensive samplings we found no other planarian species -except C. bergi-with a geographic
distribution covering all the southern part of the Atlantic Forest (SAF). Nonetheless, sorne

species have partial overlapping distribution with C. bergi (Table 1, Fig. 1) and reasonable

levels of genetic variation to conduct statisti ca I contrast of their patterns of variation. In

this sense, it is critical to have samples from two (or more) species in multiple overlapping
localities to establish the species-specific patterns of variation and to finally determine the

major evolutionary factors shaping nucleotide variation at the AF.

Table 1. Sampling sites where the species has been found.

Locality Cepha/o!1exa
bergi

Geop/ana
goetschi
Marcus

Geop/ana
goetschi
Riester

Issoca sp.
nov.

Reserva Biológica Augusto Ruschi (Ol-AR) X X

Parque Estadual do Desengano (04-ED) X X

Parque Nacional da Serra dos Órgaos (07-S0) X X

Parque Nacional da Serra da Bocaina (10-SB) X X

Campos do Jordáo (ll-CJ) X

Parque Estadual da Serra da Cantareira (13-EC) X X X

Estacáo Biológica de Boraceia (16-BB) X X

Praia de Cambury (19-PC) X X

Parque Estadual de Intervales (22-PI) X X

Parque Nacional de Saint-Hilaire/Lange (2S-SL) X X

Parque Nacional da Serra de Itajaí (28-SI) X

Parque Estadual da Serra do Tabuleiro (31-ST) X

Floresta Nacional de Sao Francisco de Paula-FLONA

(34-FN)

Here we compare the distribution and genetic patterns found for C. bergi in the

previous analyses with that from Geoplana goetschi sensu Marcus, Issoca sp. nov. and

Geoplana goetschi sensu Riester 1938, species that are also present in sorne of the localities

of the distribution range of C. bergi (Table 1, Fig. 1). Geoplana goetschi sensu Marcus is
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the species with the wider distribution, overlapping with some localities where C. bergi is
also found; nevertheless it is also present in a locality where C. bergi was not found (11-
CJ). Table 1 shows the sampling localities of the three additional species, being the north

covered by Issoca sp. nov. and G. goetschi Riester, the centre by G. goetschi sensu Marcus,
an additional species in the south has not yet been found. Here we performed similar

analyses to those done for C. bergi, except from the ABC, that will be conducted when we

have greater number of samples. The GenBank accession numbers of individuals analysed
are shown in 5upplementary Table 1.

N-SAF

C-SAF

S-SAF

• CephalofleM1 bergi

...Geoploncr goeuchi sen su M a reus Ewrgreen Tri!e/:;hrub cover

*Geoplana goetschi sensu R ¡estE r _ t:o;,dcI.JousTree/.nrub cover

15$0'0 sp, nov.

Figure 1. Distribution map of Cephaloflexa bergi, Geoplana goetschi sensu Marcus 1951 (according to Marcus

1951 and our own sampling results), Geoplana goetschi sensu Riester 1938 and Issoca sp. nov. species (both
based only in our sampling).

We reconstructed the phylogenetic relationships (by ML and BI) for the 3 new

species. Remarkably, the topology for Geoplana goetschi sensu Marcus 1951 (Fig. 2) does
not reproduce the N-5AF, C-5AF and 5-5AF divisions found for C. bergi. However, BI and

ML trees show that most populations are polyphyletic (except for 22-PI and 25-5L). The

phylogenetic relationships of IT5-1 gene are less conclusive (figure not shown) although
has equivalent clustering pattern than that of the COI gene, maintaining a basal position
for the population in ll-CJ. 22-PI and 25-5L remain monophyletic (as in the mitochondrial

inferences), whereas the other conservation units are merged in one cluster.

Although with only two populations, the COI phylogenetic trees for Geoplana

150



Capítol 4 - Annex Resultats

1

1

0.98

0.98

1

10-58
1

13-EC
16-88

11-CJ

13-EC

16-88

19-PC

19-PC

�---u.plF1n.
U... II'"1
u·p,,,,,,,

22-"tF2IU
21,""2171
:l2"'II'U"
%2·,. ... 2H2
22."tUJU
�l·"1f21"
:U·PlnUl
22"'lPn�
U""F277J
u.Plnn.
U"JfI.1M

,,' -:��JI��7t"
2�,"ln0I1

U""I'21J1,
:l2 ... lI'nü
U-.P1F17U
u .... ,"'"'

.• »""'11)"t
».,..",.,
2;1"""1'41
21"'.,11.
U40""'71

�t:l:��;:
22·"IUI••
:rz·II'.,alt'
u· ... 'a.,.'
U.�ln711
U.,.1F3U.
n·Plnr?l
21.,,,,11.
n.... wn7l
U.piFlf7t
12'''lur..
n·,,,,tu
U·l"lnn..
n..f'lfnu

L-�:tr=u:-....::t::l1&·
n... ,,.,,.,

1

22-PI

1 25-5L

11-CJ
1

'- -=1'-1:==.""... loutgroup".OI"n2

0.6

Figure 2. Bayesian inference tree from the COI data for Geoplana goetschí sensu Marcus 1951. The scale bar

represents 0.6 nucleotide substitutions per site, and the values at nodes the Posterior Probabilities.
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Figure 3. Bayesian inference trees from the COI genetic data of Geoplana goetschi sensu Riester 1938 (A) and
Issoca sp. nov. (B). Numbers at nodes show the PP values.

goetschi sensu Riester 1938 show that population 07-50 is monophyletic and both

populations (07-50 and 13-EC) have a pattern of genetic structure with two or more deep
clades (highly differentiated) (Fig. 3A). The nuclear gene, however, does not recover the

above monophyletic groups, suggesting that the genetic structure observed with the

mitochondrial gene is not as old as that detected in this population of C. bergi, where

both genes show the same structure. Issoca sp. nov. trees (Fig. 3B) show a clear separation
between the two populations studied (Ol-AR and 04-ED), but lower levels of internal

structure for the two populations analysed. Again there is a mix of sequences from the

two populations regarding ITS-1 gene trees, which leads to the same conclusions as in the

previous species. Interpopulationallevels of variation (in terms of DXY and Da; Fig. 4) for the
COI gene in species with more than two populations (G. goetschi sensu Marcus) show that

groupings are correlated with geographic distance as in the phylogenetic analyses for the

COI gene.

Table 2 shows the results of nucleotide diversity estimates for COI and IT5-1 genes.

Values of nucleotide diversity (rt) are high for both nuclear and mitochondrial markers

and in similar ranges to the found for C. bergi. The distribution pattern of variation among

populations, however, differs across species. For instance, the population distribution of

the P values of G. goetschi sensu Marcus, that has more populations in common with C.

bergi, is not equivalent to that found for C. bergi. The same happens for the results of some

neutrality tests and linkage disequilibrium values (Table 3): the populations with significant
results are not the same across species (Fig. 5).
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Table 2. Summary of the nucleotide diversity estimates

Localit� 5j;!ecies n h Hd S n

COI
Parque Nacional da 5erra da Bocaina (10-5B) G. goetschi Marcus 16 4 0.692 32 0.0169

Campos do Jordáo (l1-CJ) G. goetschi Marcus 13 8 0.859 86 0.0292

Parque Estadual da 5erra da Cantareira (13-EC) G. goetschi Marcus 22 8 0.719 52 0.0138

Esta�ao Biológica de Boraceia (16-BB) G. goetschi Marcus 28 6 0.532 60 0.0267

Praia de Cambury (19-PC) G. goetschi Marcus 42 23 0.956 48 0.0109

Parque Estadual de Intervales (22-PI) G. goetschi Marcus 44 10 0.811 34 0.0059

Parque Nacional de 5aint-Hilaire / Lange (25-5L) G. goetschi Marcus 15 7 0.724 14 0.0067

Alllocalities G. oetschi Marcus 180 66 0.967 202 0.0648

Parque Nacional da 5erra dos Órgáos (07-50) G. goetschi Riester 45 16 0.615 70 0.0153

Parque Estadual da 5erra da Cantareira (13-EC) G. goetschi Riester 21 17 0.810 107 0.0143

Alllocalities G. goetschi Riester 66 23 0.804 152 0.0365

Reserva Biológica Augusto Ruschi (Ol-AR) Issoca sp. nov. 24 7 0.804 14 0.0067

Parque Estadual do Desengano (04-ED) Issoca sp. nov. 7 2 0.571 3 0.0021

Alllocalities Issoca 5 • nov. 31 9 0.865 69 0.0302

Locality 5pecies n h Hd S Zs2
n

1

ITS-1
Parque Nacional da Serra da Bocaina (10-5B) G. goetschi Marcus 14 3 O 2/3 0.0011

Campos do Jordáo (l1-CJ) G. goetschi Marcus 11 8 0.891 21/24 0.0164

Parque Estadual da 5erra da Cantareira (13-EC) G. goetschi Marcus 11 3 0.455 1�20 0.0098
Estacáo BiológiCa de Boraceia (16-BB) G. goetschi Marcus 20 3 0.511 7 12 0.0080
Praia de Cam ury (19-PC) G. goetschi Marcus 17 4 0.426 1 /31 0.0071

Parque Estadual de Intervales (22-PI) G. goetschi Marcus 13 7 0.350 23/35 0.0148

Parque Nacional de Saint-Hilaire / Lange (25-SL) G. goetschi Marcus 9 1 O 0p O
Alllocalities ,

G. goetschi Marcus 95 23 0.688 57 114 0.0389
Parque Nacional da Serra dos Orgaos (07-S0J G. goetschi Riester 23 7 0.462 8112 0.0029

Par(1ue Estadual da Serra da Cantareira (13- C) G. goetschi Riester 10 6 0.867 3 /81 0.0433
Alllocalities G. ffoetschi Riester 33 7 0.509 39A95 0.0185
Reserva Biológica Augusto RuschiÁ01-AR) ssoca sp. nov. 25 4 0.230 8 17 0.0016

Par(1ue Estadual do Desengano (O -ED) tssoca sp. nov. 7 4 0.714 4/25 0.0058
Alllocalit¡jes Issoca sp. nov. 32 4 0.181 5/46 0.0077

h= number of haplotypes; n= nucleotide diversity; Hd= haplotype diversity; 51= complete deletion

S¡=column by column

In general, the three surveyed species show high levels of genetic variation, with

deep clades within the populations , similar to those found in C. bergi. Of these species G.

goetschi sensu Marcus, with a wider distribution range, is the more informative to compare

their patterns of variation with that found in C. bergi. Both species share the presence

of genetically structured populations. These results, therefore, support the c. bergi

concluslons, suggesting that SAF was not as unstable as was previously believed, and that

the paleoclimatic models are not able to make reliable predictions in this region. Moreover,

both species share the grouping of populations 16-BB and 19-PC. This relationship supports
the idea of a secondary contact between 16-BB and 19-PC; since 19-PC lies close to the

coast might have been influenced by sea level changes driven by Quaternary glaciations

(Suguio and Martin, 1978).

There are, however, relevant differences across species. As stated above, the

distribution patterns of nucleotide diversity and linkage disequilibrium results across

populations differ among the 4 species (Tables 2 and 3). These results can reflect differences

in the biology of the species, resulting in a distinct response to the same event, variations

in their mobility or in the levels of gene flow (Zink et al. 2001; Fitzpatrick et al. 2009). For

instance, the expansion of forests during the last glacial stage in Sao Paulo took place in

153



Neutrality test

Population
Tajima's D Fu's Fs Ramos-Onsins&Rozas R,

n D 95%CI F 95%CI R 95%CI

Geoplana goetschi
sensu Marcus 1951
Parque Nacional da

Serra da Bocaina (10- 16 1.814 * (-1.759,1.652) 11.206** (-4.636,5.196) 0.210* (0.086,0.202)
SB)
Campos do Jordáo

13 -0.821 (-1.766,1.655) 4.033* (-3.685,5.081) 0.184 (0.872,1)
�ll-CJ)arque Estadual da

Serra da Cantareira 22 -0.989 (-1.755,1.711) 4.734* (-5.528,5.826) 0.101 (0.076,0.191)

k13-EC}stacáo Biológica de
28 1.482* (-1.714,1.778) 17.133** (-6.113,6.121) 0.177* (0.071,0.183)

Boraceia¿16-BB)Praia de ambury (19-
42 -0.957 (-1.673, 1.861) -4.344 (-6.681,7.163) 0.088 (0.059,0.173)

PC}
Parque Estadual de

44 -1.406 (-1.683, 1.826) 1.402 (-5.837,6.268) 0.095 (0.057,0.176)
Intervales (22-PI)
Parque Nacional de

Saint-Hilaire / Lange 15 0.780 (-1.789,1.714) 1.031 (-4.159,4.842) 0.178 (0.091,0.214)

�5-SL)eoplana goetsclli
sensu Riester 1938
Panque Nacional da
Serra dos órgáos (07- 45 -0.874 (-1.643, 1.741) 2.321 (-7.468,7.250) 0.086 (0.060 r 0.169)
SO)
Parque Estadual da
Serra da Cantareira 21 -2.521** (-1.709,1.721) 6.099** (-5.345,5.516) 0.207** (0.078,0.193)
(13-EC)
lssoca sp. nov.

Reserva Biológica 24 1.670* (-1.685,1.798) 2.655 (-4.869,5.318) 0.190* (0.073 , 0.195)
Augusto Ruschi (Ol-AR)
Parque Estadual do

7 1.811 * (-1.524, 1.811) 2.920* (-2.159,3.643) 0.286 (0.143 r 0.350)
üesensano !04-ED)*P<0.05 * P<O.Ol
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three distinct periods, each presenting a different floristic composition (Ledru et al. 2009).
These forest expansions may be related to the community composition of land planarians,

Table 3. Summary of the neutrality tests for the COI gene

Structure

Population
Linkage Disequilibrium

n «: 95%CI Wall'sQ 95%CI

Geoplana goetschi sensu Marcus 1951

Parque Nacional da Serra da Bocaina (10-SB) 16 0.690** (0.116,0.589) 0.75** (0,0.545)

Campos do Jordáo (ll-CJ) 13 0.468 (0.142,0.619) 0.457 (0.070,0.575)

Parque Estadual da Serra da Cantareira (13-EC) 22 0.505* (0.094,0.530) 0.408 (0,0.506)

Estacáo Biológica de Boraceia (16-BB) 28 0.812** (0.09,0.480) 0.8** (0.037,0.437)
Praia de Cambury (19-PC) 42 0.12 (0.063,0.446) 0.233 (0,0.425)

Parque Estadual de Intervales (22-PI) 44 0.294 (0.047,0.462) 0.25 (0,0.474)

Parque Nacional de Saint-Hilaire / Lange (25-SL) 15 0.343 (0.091 , 0.655) 0.154 (0,0.65)

Geoplana goetschi sensu Riester 1938

Parque Nacional da Serra dos Órgáos (07-50) 45 0.379 (0.066, 0.437) 0.388* (0,0.392)

Parque Estadual da Serra da Cantareira (13-EC) 21 0.g43** O.g42** (0,0.5)
Issoca sp. nov.

Reserva Biológica Augusto Ruschi (Ol-AR) 24 0.460 (0.070, 0.551) 0.5* (0,0.552)

Parque Estadual do Desengano (04-ED) 7 1** (0.028,1) 1** (0,1)
*P < 0.05 **P < 0.01
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Figure 4. Neighbor-joining trees inferred from DXY values (A) and Da values (B) of the COI dataset and applying
the Kimura-2-parameters correction.

closely linked to the presence of their habitat with each species perhaps related to a

different type of foresto The fact that our focal species are not found in all sampled localities,

being the sampling intensity equivalent, and that their distribution overlaps only in a few

of them, may indicate differences in their ecological requirements. Another important
point might be the different dispersal capability of these species. Sunnucks et al. 2006

proposed that certain differences in the composition and amount of mucus produced by
two land planarians could affect their dispersal capabilities and therefore their diversity
pattern distribution. Moreover, in another AF study comparing different species of small

mammals, Costa (2003) found certain differences among taxa that were interpreted as

caused by various vicariant events affecting differentially taxa at different times. Species
with even similar ecological requirements, current distributions, effect of vicariant events,
habitat fragmentation and dispersion rates, may exhibit different evolutionary histories

(Marske et al. 2011), particularly in geologically dynamic environments as the AF. A more

detailed comparative nucleotide diversity analysis of a number of land planarian species in

a smaller region would be needed to clearly ascertain what are the main factors explaining
the differences across species.

Even so, the differences found between species give further support to the idea

that the evolutionary and demographic history of the SAF region has been very complex.
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The levels and patterns of genetic variability found in all surveyed species here make it

clear that current forests in the SE Brazilian AF have persisted for a long time (much more

than predicted by palaeoclimatic models; Carnaval and Moritz, 2008). In any case, the high

Geoplana Geoplana
Cephaloflexa ts h! ts h-

Issoca sp.
. goe e I goe e I

bergl
Marcus Riester

nov.

Population R2 Zns

01-AR

04-ED

07-50

10-58

ii-o

13-EC

16-88

19-PC

22-PI

25-5L

28-5/

31-5T

Figure 5. Summary of significant results for the R2 and Zns statistics calculated for COI dataset. Red colour

represents evidence for genetic structure. Yellow figures indicate no significant results.
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level of intraspecific variability is a factor

that should be taken into account with

regard to conservation policies (Hughes et

al. 2005). The preservation of these areas ls,

therefore, necessary for the maintenance of

present, past and future diversity.
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Table 1 Supplementary Data. Samples used in this study with sampling locality and GenBank Accession numbers.

Sampling
localitv

Geoplana goetschi Riester 1938
Code N. MZUSP' COI ITS-l

Issoca sp nov.

N. MZUSP' COI
Geoplana goetschi Marcus 1951
N. MZUSP' COI ITS-1 Code ITS-lCode

-->.

U1
-o

Ol-AR F2250 MZSUP PL 1023 ? ?
F2266 MZSUP PL 1024 ? ?
F2274 MZSUP PL 1025 ? ?
F2277 MZSUP PL 1026 ? ?
F2278 MZSUP PL 1027 ? ?
F2279 MZSUP PL 1028 ? ?
F2290 MZSUP PL 1029 ? ?
F2296 MZSUP PL 1030 ? ?
F2308 MZSUP PL 1031 ? ?
F2309 MZSUP PL 1032 ? ?
F2335 MZSUP PL 1033 ? ?
F2336 MZSUP PL 1034 ? ?
F2339 MZSUP PL 1035 ? ?
F2388 MZSUP PL 1036 ? ?
F2394 MZSUP PL 1037 ? ?
F2429 MZSUP PL 1038 ? ?
F2445 MZSUP PL 1039 ? ?
F2448 MZSUP PL 1040 ? ?
F2459 MZSUP PL 1041 ? ?
F2470 MZSUP PL 1042 ? ?
F2493 MZSUP PL 1043 ? ?
F2498 MZSUP PL 1044 - ?
F2507 MZSUP PL 1045 ? ?
F2512 MZSUP PL 1046 ? ?
F2535 MZSUP PL 1047 ? ?

04-ED F2151 MZSUP PL 431 ? ?
F2158 MZSUP PL 1020 ? ?
F3982 MZSUP PL 1080 ? ?
F3984 MZSUP PL 1081 ? ?
F4057 MZSUP PL 1082 ? ?
F4083 MZSUP PL 1084 ? ?
F4085 MZSUP PL 1085 ? ?

07-50 F1277 MZSUP PL 1123 ? -

F1278 MZSUP PL 1124 ? ?
F1279 MZSUP PL 1125 ? -

F1280 MZSUP PL 1126 ? -

F1281 MZSUP PL 1127 ? -

F1282 MZSUP PL 1128 ? -

F1283 MZSUP PL 1129 ? -

F1284 MZSUP PL 1130 ? -

F1285 MZSUP PL 1131 ? ?
F1286 MZSUP PL 1132 ? ?
F2615 MZSUP PL 365 ? ?
F2616 MZSUP PL 366 HQ542886 -

F2617 MZSUP PL 367 ? -

F4202 MZSUP PL 862 ? ?
F4225 MZSUP PL872 ? ?

n
tu

-g,
,...,.

O
-

-1:>.

»
::J
::J
ro
X

�
VI

e
;:::¡:­
OJ
,...,.
VI
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Table1Supplementary Data, continued'C;
oSampling Geoplana goetschi Marcus 1951 Geoplana goetschi Riester 1938 Issoca sp nov,'-
o
localit\lCode N, MZU5P' COI 115-1 Code N. MZU5P' COI 115-1 Code N. MZU5P' COI 115-1Q.
(l)

I I
F4227 MZSUP PL 874 ? ?

'-

Q. F4229 MZSUP PL 876 ?
1:: F4230 MZSUP PL877 ? ?
(l)

F4231 MZSUP PL 878
F4232 MZSUP PL 879 ?
F4233 MZSUP PL 880 ? ?
F4234 MZSUP PL 881 ? ?
F4235 MZSUP PL 882 ?
F4236 MZSUP PL 883 HQ542893 ?
F4238 MZSUP PL 885 ? ?
F4239 MZSUP PL 886 ? ?
F4240 MZSUP PL 887 ? ?
F4242 MZSUP PL 889
F4243 MZSUP PL 890 ? ?

F4244 MZSUP PL 891 ?
F4245 MZSUP PL 892
F4246 MZSUP PL 893 ?
F4247 MZSUP PL 894 ? ?
F4248 MZSUP PL 895
F4257 MZSUP PL 896 ? ?
F4259 MZSUP PL 898 7

>< F4270 MZSUP PL 902 ?Q)
e F4271 MZSUP PL 903 ?
e F4272 MZSUP PL904 ?
« F4280 MZSUP PL 908 ? ?

L J.
F4287 MZSUP PL 911 ?

1-
F4289 MZSUP PL 912 ? ?

� F4297 MZSUP PL 914 ? ?
'Vi F4312 MZSUP PL 927 ? ?
ro - - -

1-10-SBF2039 MZSUP PL 287 HQ026403 HQ026442
.oF2045 MZSUP PL 288 HQ026404 HQ026443
UF2046 MZSUP PL 289 HQ026405 HQ026444
'�F2051 MZSUP PL 290 HQ026406 HQ026445
eF2059 MZSUP PL 291 HQ026407 HQ026446-ro
......
F2060 MZSUP PL 292 HQ026408 HQ026447

«F2061 MZSUP PL 293 HQ026409 HQ026448

UF2063 MZSUP PL 294 HQ026410 HQ026449
VlF2066 MZSUP PL 295 HQ026411 HQ026450
o
ceF2096 MZSUP PL 297 HQ026412 HQ026451

ro
F2097 MZSUP PL 298 HQ026413 HQ026452

i.i=F2098 MZSUP PL 299 HQ026414 HQ026453
roF2099 MZSUP PL 300 HQ026415 HQ026454
1-
F2833 MZSUP PL404 HQ026439 HQ026467on
OF2841 MZSUP PL 406 HQ026422 HQ026469
Q)F2848 MZSUP PL 409 HQ026425 HQ026472
on
11-CJF3747 MZSUP PL 787 7
O I o

i.L
F4527 MZSUP PL 1090 ? ? --- - - -o

,,_
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Table1Supplementary Data. continued n
tlJ

Sampling Geoplana goetschi Marcus 1951 Geoplana goetschi Riester 1938 Issoca sp nov.
-o
;:;.'

localitvCode N. MZUSP' COI ITS-1 Code N. MZUSP' COI ITS-1 Code N. MZU5P' COI ITS-1 O
F4529 MZUSP PL 1092 ?

�

F4530 MZSUP PL 1093 ? ? ..¡:...

F4531 MZSUP PL 1094 ? ? ,

F4561 MZSUP PL 1095 ? ? »
F4570 MZSUP PL 1096 ? ? ::::l

F4579 MZSUP PL 1097 ?
::::l
ro

F4586 MZSUP PL 1098 ? ? X

F4587 MZSUP PL 1099 ? ?
F4590 MZSUP PL 1100 ? ?
F4595 MZSUP PL 1101 ? ?
F4597 MZSUP PL 1102 ? ?

13-EC F1754 MZSUP PL 1140 ? ? F1769 MZSUP PL 1145 ?
F1756 MZSUP PL 1141 ? ? F2867 MZSUP PL410 ? ?
F1760 MZSUP PL 1142 ? F2868 MZSUP PL411 ?
F1762 MZSUP PL 1143 ? F2870 MZSUP PL412 ?
F1763 MZSUP PL 1144 ? F2912 MZSUP PL 419 ?
F2883 MZSUP PL 413 ? ? F2927 MZSUP PL420 HQ542888
F2885 MZSUP PL 414 ? ? F2931 MZSUP PL 421 ?
F2887 MZSUP PL 415 ? F3049 MZSUP PL 478 ?
F2888 MZSUP PL 416 ? ? F3707 MZSUP PL 773 HQ542892
F2889 MZSUP PL417 ? ? F3708 MZSUP PL 774 ?
F2893 MZSUP PL 463 ? F3711 MZSUP PL 775 ?
F2895 MZSUP PL 464 ? ? F3714 MZSUP PL 776
F2900 MZSUP PL 465 ? F3716 MZSUP PL 777 ? ?
F2904 MZSUP PL 466 ? ? F3717 MZSUP PL 778 ?
F2906 MZSUP PL 467 ? F3718 MZSUP PL 779 ?
F2907 MZSUP PL 468 ? ? F3719 MZSUP PL 780 ? ?
F2911 MZSUP PL469 ? ? F3726 MZSUP PL 781 ? ?
F2916 MZSUP PL 542 ? F3729 MZSUP PL 782 ? ?
F2994 MZSUP PL 543 ? ? F3730 MZSUP PL 783 ?
F3002 MZSUP PL 544 ? ? F3733 MZSUP PL 784 ?
F3558 MZSUP PL 554 ? F3740 MZSUP PL 785 ?
F3559 MZSUP PL 555 ? _�F3746 MZSUP PL 786

-

? ?
16-88 F2122 MZSUP PL 329 HQ542884 HQ542897

F2123 MZSUP PL 330 ? ?
F2125 MZSUP PL 331 ? ?
F2126 MZSUP PL 332 HQ026417 HQ026456
F2127 MZSUP PL 333 HQ026418 HQ026457
F2129 MZSUP PL334 ?
F2132 MZSUP PL 335 ?
F2133 MZSUP PL 336 HQ542885 HQ542898
F4101 MZSUP PL 810 ?
F4106 MZSUP PL 812 ? ;;O
F4128 MZSUP PL 824 ? ? ro

VI

F4129 MZSUP PL 825 ? ? e

-->.
F4130 MZSUP PL 826 ? ;:;:

O' F4131 MZSUP PL 827 ? ? OJ

-->.
rt
VI
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Table 1 Supplementary Data. continued

'C
<::l Sampling Geoplana goetschi Marcus 1951 Geoplona goetschi Riester 1938 Issoca sp nov.
.....
<::l

IQcalit� Code N. Mzuspa COI ITS-1 Code N. Mzuspa COI ITS-1 Code N. Mzuspa COI ITS-1e,
Q.¡ F4133 MZSUP PL 829 ?.....

o, F4152 MZSUP PL 834 ?
c: F4153 MZSUP PL 835 ?
Q.¡

F4154 MZSUP PL 836 ?
F4155 MZSUP PL 837
F4156 MZSUP PL 838
F4157 MZSUP PL 839
F4158 MZSUP PL 840
F4159 MZSUP PL 841
F4160 MZSUP PL 842
F4161 MZSUP PL 843
F4162 MZSUP PL 844
F4163 MZSUP PL 845

19-PC F4340 MZSUP PL 942 ?
F4341 MZSUP PL 943 ?
F4342 MZSUP PL 944 ?
F4343 MZSUP PL 945 ?
F4344 MZSUP PL 946 ?
F4345 MZSUP PL 947 ?
F4346 MZSUP PL 948 ?

X
F4347 MZSUP PL 949 ? ?

(i) F4348 MZSUP PL 950 ?
e F4360 MZSUP PL 956 ?
e F4361 MZSUP PL 957 ?
<t: F4362 MZSUP PL 958 ? ?

F4363 MZSUP PL 959 ?
1....

F4364 MZSUP PL 960 ? ?(i)
� F4365 MZSUP PL 961 ?
'Vi F4366 MZSUP PL 962 ?ro
1.... F4367 MZSUP PL 963 ?
.o F4368 MZSUP PL 964
U F4369 MZSUP PL 965 ? ?
·Z F4370 MZSUP PL 966 ? ?
e

F4371 MZSUP PL 967 ? ?-ro
� F4372 MZSUP PL 968 ? ?+-'

<t: F4373 MZSUP PL 969

U F4374 MZSUP PL 970 ?
Vl F4375 MZSUP PL 971 ? ?
O

F4376 MZSUP PL 972 ? ?co

ro
F4377 MZSUP PL 973

i.l= F4381 MZSUP PL 976 ?
ro F4382 MZSUP PL 977
1....

F4383 MZSUP PL 978 ? ?on
O F4384 MZSUP PL 979 ?
(i) F4385 MZSUP PL 980 ?
on

F4386 MZSUP PL 981 ?O , I N

i.'i:
F4387 MZSUP PL 982 ? ? -o

�
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Table1Supplementary Data. continued

5ampling Geoplana goetschi Marcus 1951

localit�Code N. MZU5P' COI 115-1
F4391 MZSUP PL 984
F4392 MZSUP PL 985 ?
F4393 MZSUP PL 986 ? ?
F4394 MZSUP PL 987 ? ?
F4395 MZSUP PL 988 ? ?
F4396 MZSUP PL 989 ? ?
F4397 MZSUP PL 990 ? ?

22-PI F2642 MZSUP PL 369 ?
F2676 MZSUP PL 371 ?
F2677 MZSUP PL 372 ?
F2678 MZSUP PL 373 ? ?
F2680 MZSUP PL 374 ?
F2681 MZSUP PL 375 ? ?
F2712 MZSUP PL380 ?
F2713 MZSUP PL 381 ?
F2714 MZSUP PL 382 ? ?
F2715 MZSUP PL383
F2737 MZSUP PL384 HQ026421 HQ026460
F2738 MZSUP PL 385 HQ026432
F2739 MZSUP PL 386 ? ?
F2740 MZSUP PL 387 ? ?
F2773 MZSUP PL390 ? ?
F2774 MZSUP PL 391
F2786 MZSUP PL 393 ? ?
F2787 MZSUP PL 394
F2788 MZSUP PL 395 ?
F2789 MZSUP PL 396 ?
F3087 MZSUP PL482 ?
F3098 MZSUP PL488 ?
F3110 MZSUP PL495 ?
F3139 MZSUP PL497 ?
F3140 MZSUP PL498 ?
F3142 MZSUP PL499 ?
F3755 MZSUP PL 597 ?
F3766 MZSUP PL 598
F3770 MZSUP PL 599 ?
F3771 MZSUP PL 600 ?
F3772 MZSUP PL 601 ?
F3773 MZSUP PL 602 ? ?
F3774 MZSUP PL 603 ? ?
F3775 MZSUP PL 604 ?
F3776 MZSUP PL 605 ?
F3777 MZSUP PL 606 ? ?
F3778 MZSUP PL 607 ?
F3779 MZSUP PL 608 ?

......
F3780 MZSUP PL 609 ?

o-
W

Code
Geoplana goetschi Riester 1938

N. MZU5P' COI 115-1 Code
Issoca sp nov.

N. MZUSP' COI 115-1

�
VI
e

;:::;
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Table1Supplementary Data. continued

Sampling
localitvCode

Geoplana goetschi Marcus 1951
N. Mzuspa COI ITS-1 Code

Geoplana goetschi Riester 1938
N. MZU5pa COI

Issoca sp nov.

N. MZU5pa COI IT5-1
----

�- ----

F3781 Ml�uPPL610--- 7
ITS-1 Code

F3783 MZSUP PL 612 7 7
F3784 MZSUP PL 613 7
F3785 MZSUP PL 614 7
25-SLF1699 MZSUP PL 1133 7
F1704 MZSUP PL 264 HQ026402 HQ026441
F1711 MZSUP PL 1134
F1713 MZSUP PL 256 7
F1717 MZSUP PL 1135 7 7
F1718 MZSUP PL 1136 7 7
Fl720 MZSUP PL 1137 7
Fl721 MZSUP PL 1138 7 7
Fl722 MZSUP PL 1139 7 7
F3575 MZSUP PL 556 7 7
F3581 MZSUP PL 557 HQ026430 HQ026477
F3591 MZSUP PL 561 7
F3592 MZSUP PL 562 7
F3598 MZSUP PL 563 7
F3603 MZSUP PL 564 7

X
<lJ
e
e
<l:

O1-AR=R.B.AugustoRuschi! ES; 04-ED- P.E. do Desengano! RJ; 07-50- P.N.S. dos Orgaos! RJ; 10-SB- P.N.5. da Bocaina! SP; ll-CJ- Campos de Jordao! SP; 13-EC- P.E.S. da Cantareira! SP; 16-BB- E.B. de Boraceia/
SP;19-PC=PraiadeCambury/ SP; 22-PI= P.E. lntervales/ SP; 25-SL= Parque Saint Hilaire/ PR
7GenBankaccessionnumber not yet available
-Sequencenotobtained

Outgroups

Sampling locality Species Code N. Mzuspa COI ITS-l

ParqueSaintHilaire(25-SL) ! PR /ssoca rezendei F1679 MZSUP PL 1010 7

FLONA'/RS Notogynaphalfia guaiano F432 MZUSP PL 653 HQ542894 7

F3361 MZUSP PL 1071 HQ542896 7

P.N.S.daBocaina(10-PB) / SP Pasipha chimbeva F2813 MZSUP PL 403
7 7

P.E.S.daCantareira(13-EC) / SP F3010 MZSUP PL 476 7 7

'FlorestaNacionaldeSao Francisco de Paula

Lo

<lJ

·Vi
ro
Lo

.o

u
·z
e
-ro
.¡_.¡

<l:
u
VI
o
co

ro
t¡::
ro
Lo

en
o
<lJ
en

.9
Li:

'Vouchersaredepositedin the Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP)
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CAPíTOL 5

Evidence of the persistence of the land planarian species
Microplana terrestris (Müller, 1974) (Platyhelminthes, Tricladida)
in microrefugia during the Last Glacial Maximum in the northern

section of the Iberian Peninsula

Evidencies de la persistencia de la otanario terrestre Microplana terrestris

(Müller, 1974) (Platyhelminthes, Tncladida¡ en microreiugis durant l'Últim Max­
im Glacial a la regió nord de la Peninsula lbérica

Marta Álvarez-Presas, Eduardo Mateos, Miquel Vila-Farré, Ronald Sluys i Marta Riutort

(en preparació)
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Capítol 5 Resultats

Resum

Les planáries terrestres (Tricladida, Continenticola, Geoplanidae) són platihelmints
de vida lllure, incloent animals amb un plexe nerviós ventral auxiliar i una sola ventral difer­

enciada. Tot i que són poc conegudes, especialment a Europa, presenten característiques
interessants que les situen com a bons bioindicadors. En un treball anterior sobre la diver­

sitat de planaries terrestres a la Península lberlca, es va trobar que aquesta diversitat era

més gran del que s'esperava. En aquest estudi ens centrem en Microplana terrestris (Mül­

ler, 1774), una especie de planária terrestre que presenta una amplia distribució a la part

nord de la Península lberica. Mitjancant la combinació de dades morfológiques (tant de

I'anatomia externa com interna) i d'anállsis moleculars (el gen mitocondrial citocrom oxida­

sa I i el nuclear ITS-l) hem avaluat I'estat taxonornlc d'aquesta especie a la Península i hem

inferit la seva historia evolutiva i biogeografica. Els nostres resultats mostren que l'especie
esta geneticarnent molt estructurada, presumiblement com a conseqüencia d'haver sobre­

viscut en diversos refugis durant I'Últim Máxim Glacial. Els dos grups principals en que es

divideix l'especie a la Península lberica (est i oest) semblen tenir un origen diferent: un

és d'origen iberlc, mentre que I'altre pot venir d'una recolonització des del nord. També

trobem que la historia blogeográfíca de l'especle reforce la hlpotesl filogeogrMica presen­

tada per el seu hábitat, és a dir, els boscos humits.
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Evidence for the persistence of the land planarian species Microplana terrestris (Müller,
1774) (Platyhelminthes, Tricladida) in microrefugia during the Last Glacial Maximum in

the northern section of the Iberian Peninsula

Marta Alvarez-Presas', Eduardo Matees', Miquel Vila-Farré', Ronald Sluvs" and Marta

Riutort'

'Departament de Genética i Institut de Recerca de la Biodiversitat (lRBio), Universitat de Barcelona, Avinguda Diagonal 643 E-OB02B, Spain
'Departament de Biologia Animal, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona, Avinguda. Diagonal 643, E-OB02B Barcelona, Spain

'Institutefor Biodiversity and Ecasystem Dynamics, University ofAmsterdam & Netherlands Centre for Biodiversity Naturalis (section ZMA), p.o. Box 9514,
2300 RA Leiden, The Netherlands

Abstract
This study focuses on Mícroplana terrestrís (Müller, 1774), a species of land planarian that shows a wide distri­

bution in the northern part of the Iberian Peninsula. By combining morphological data (both external and internal anat­

omy) and molecular analyses (mitochondrial cytochrome oxidase I and nuclear ITS-1 genes) we evaluate the taxonomic

status of this species in the Peninsula as well as estimate its evolutionary and biogeographic history. Our results show the

species to be genetically structured, presumably as a consequence of having survived in various refuges during the Last

Glacial Maximum. The two main groups, in which the species is divided in the Iberian Peninsula, seem to have a different

origin: one being of Iberian origin, while the other may have re-colonized from the north. We also find that the biogeo­
graphical history of the species reinforces the phylogeographical hypothesis put forward for its habitat, Le. wet forests.

Keywords: beech, COI, ITS-1, oak, phylogeography, wet foresto

Introduction

The terrestrial f1atworms (Tricladida,

Geoplanidae) constitute a little known group of

free-living Platyhelminthes including about eight
hundred known species, although this number is

presumably a small fraction of the total diversity
of the group (Carbayo and Froehlich, 2008; Mateos
et al., 2009; Vila-Farré et al., 2011). In recent years,

extensive samplings, morphological studies and the

application of molecular tools have revealed that the

diversity of planarians is higher than presumed, not

only in areas as the Atlantic Forest in Brazil, where

many species were already known (Carbayo and

Froehlich, 2008), but also in the Iberian Peninsula

(Mateos et al., 2009; Vila-Farré et al., 2008; Vila­

Farré et al., 2011). Terrestrial planarians are part of

the cryptic soil fauna, making them hard to find with

the usual sampling techniques, which is why there is

a lack of knowledge about their distribution, origin
of their populations and levels of genetic diversity.
Nonetheless, their study may unveil the factors

and processes generating and maintaining diversity
due to their special characteristics: soil in humid

Corresponding author: Marta Riutort, Departament de Genética i Institut de
Recerca de la Biodiversitat (lRBio), Universitat de Barcelona, Avinguda Di­
agonal, 643, E-OB02B, Bracelona, Spain. E-mail: mriutort@ub.edu

forests as preferred habitat, low dispersal capability
since they depend on the wet soil and have no

resistant life stages, top predators that rely on the

availability of suitable prevo Hence, the distribution

of terrestrial planarians requires the presence and

good condition of wet forests, suggesting that they

may be good indicators of forests health (Carbayo et

al., 2002; Sluys, 1999) and also an excellent model for

phylogeographic studies (Álvarez-Presas et al., 2011;
Sunnucks et al., 2006).

Microplana terrestris (Müller, 1774) is the

most common terrestrial planarian in Europe. It has

a wide European distribution: from Norway to Spain
and from Portugal to Romania, including the British

Isles, and the islands of Crete, Madeira and Menorca

(Ogren et al., 1997; Minelli, 1997; Kawakatsu et

al., 2003; Fauna Europaea Web Service, 2004; Vila­

Farré et al., 2011). It has been recorded also from

Iceland (Lindroth et al., 1973), and from the USA and

Canada (see references in Ogren and Kawakatsu,

1989). Semper (1881) cited M. terrestris (as Planaria

terrestris) from Menorca (Balearic Islands, Spain),
and its presence in mainland Spain has been

documented both by molecular (Mateos et al., 2009)
and morphological evidences (Vila-Farré et al., 2011).
In those studies it was shown that the species has a
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wide distribution in the northern part of the Iberian

Peninsula, where it was found with a high frequency,
although several other species were also presento

The external morphology of live Microp/ana terrestris

specimens is rather characteristic (Jones, 2005; Jones
et al., 2008; Johns, 1998): up to 2 cm long, 1-2 mm

wide, grey or black body color, white ventral creeping
sole, plump and round in cross-section when

extended, anterior end blunt, with two little lateral

eyes at the apical end. Also, its internal anatomy is

well known (Bendl, 1908; Jones et al., 2008; Minelli,

1977; Von Kennel, 1882). Vila-Farré et al. (2011)
mentioned the possible presence of interpopulation

variability or cryptic species in Iberian specimens
of M. terrestris. This variability consisted in the

presence or absence of two small structures under

the intestine and above the penis papilla, lined with

an epithelium that is histologically very similar to that
ofthe copulatory bursa and the genito-intestinal duct

(here called "intestinal structure" or "is").
Microp/ana terrestris feeds mainly on

molluscs, but also on earthworms and arthropods
(McDonald and Jones, 2007; Winsor et al., 2004) and
it is very sensitive to changes in climatic conditions

and highly dependent on very specific habitats (Jones,
2005): microhabitats in forest soils with moderate

temperatures and with a high humidity during part
of the year. In the Iberian Peninsula these conditions

are found in forests composed of various Quercus

species, riverbank forests, and Fagus sy/vatiea

forests, most of these being situated in the northern
third of the Peninsula (Blanco-Castro et al., 2005).
Beech and oak forests have been extensively studied

in Europe, based on pollen registers and genetic

variability and thus a good account of their history
through glacial periods is available (Magri et al., 2006;
Magri, 2008; Petit et al., 2002a; Petit et al., 2002b).
These studies show a complex genetic structure with

several refugia being present in southern and central

Europe. A general trend can be recognized among

both groups of trees in the Iberian Peninsula. There

were small scattered refugia, only in the north for

Fagus, and during the Holocene the re-colonization

resulted in a differentiation among the eastern and

western regions in the Peninsula. Although the story
for the two types of trees is slightly different, Fagus

practically did not cross the Pyrenees to the north,
whereas oaks crossed in different directions in the

west and the east. AII of this suggests the presence

of two biogeographic regions in the northern Iberian

Peninsula (Blanco-Castro et al., 2005). As Petit et al.

(2002b) pointed out, it would be very interesting
to find out whether this biogeographic break is

paralleled in species having ranges encompassing
both regions. In the case of terrestrial planarians,
given their dependence on the presence of humid

--_.
.." �

Figure 1. Area sampled in this study.Numbers indieate the loealities where Mieroplana terrestris has been found (see Table 1 forthe exaet

loeation of the different sampling ites within ea eh loeation). M## eodes indieate other morphotypes present along with M. terrestris in

the loealities (see Table 1).
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Tablel.Information on the 24 localities from where Microplana terrestris was collected. Localities of Microplana robusta (outgroup) are also shown.

\�Species Province Nearest town Habitat
Coordinates Altitude Sampling Loe Ind coll

Sp Code sp
(Lat.! Long.) (m) pointCode Map Tot (M02)

M.terrestrisA Coruña Pontedeume O N 43.4171850 W 8.0635630 60 C015 1 26 (13) 3 Mt,M03,M22

Asturias Cangas de Narcea B N 42.9997720 W 6.5936126 750 A223 2 1 (1) 1 Mt

Pola de Somiedo B,G N 43.0766519 W 6.2309621 939 A218 3 3 (2) 2 Mt,M22

Pola de Somiedo O+B,G N 43.1353527 W 6.3351729 640 A220 3 4 (1) 2 Mt,M22

Pola de Somiedo B+C,G N 43.1246550 W 6.3256448 699 A221 3 1 (1) 1 Mt

Pola de Somiedo O+B,G N 43.1536057 W 6.2520901 600 A222 3 1 (1) 1 Mt

Logroño Sierra de Cameros B N 42.0462600 W 2.6854500 1240 L048 4 4 (4) 1 Mt

Navarra Lesaka B N 43.2732540 W 1.7751050 250 N060 5 2 (2) 1 Mt

Etxalar B,G N 43.2406460 W 1.6621930 80 N021 6 7 (2) 3 Mt,M13,M14

Etxalar B N 43.2425460 W 1.6290700 80 N061 6 1 (1) 1 Mt

Irurita B N 43.1130560 W 1.5388890 270 N062 7 1 (1) 1 Mt

Isaba B,G N 42.8778350 W 0.8626350 1070 N034 8 1 (1) 1 Mt

Huesca Torla B N 42.6483717 W 0.0664648 1320 H201 9 1 (1) 1 Mt

Bielsa B N 42.6661755 E 0.0944698 1270 H200 10 3 (2) 2 Mt,M07

Lleida Cellers HO N 42.0665830 E 0.9017880 490 E023 11 4 (1) 2 Mt,M07

Girona Ribes de Freser B N 42.3112354 E 2.1995157 1060 G166 12 5 (4) 2 Mt,M01

Pardines B N 42.3103879 E 2.2307683 1263 G167 12 2 (2) 1 Mt

Planoles P,G N 42.3120895 E 2.1080712 1083 G212 12 10(10) 1 Mt

Toses P N 42.3229707 E 2.0490798 1283 G213 12 1 (1) 1 Mt

Vallfogona de Ripollés P+O+HA N 42.1921964 E 2.2594213 831 G214 13 1 (1) 1 Mt

Vallfogona de Ripollés B+HA N 42.1861406 E 2.2594109 880 G215 13 2 (2) 1 Mt

Vallfogona de Ripollés B N 42.1932569 E 2.2910862 864 G217 13 1 (1) 1 Mt

Rabos d'Ernpordá HO,G N 42.4642340 E 3.0570140 380 G006 14 10 (1) 4 Mt,M05,M07,M10
M.robustaBarcelona Les Planes HO,G N 41.4379040 E 2.0567650 135 B002 15 1 (1) 1 Mt

A Coruña Pontedeume O N 43.4171850 W 8.0635630 60
;:;o

Geres
P.N. Peneda Geres

O 696
ro

N41.7914574 W8.13771240 V1

(Portugal) e

......Legend.Indcol!indicates the total number of specimens found in the locality and, in parentheses, how many belonged to M. terrestris; Sp indicates the number of genetic clades detected in the molecular rt

.......
OJ

phylogeneticanalysis; Code sp shows the morphotypes of the individuals not belonging to Microplana terrestris (Mt), codes MOl to M07 sensu Mateos et al. (2009), codes M10 to M22 r-I"
...... V1

arenewmorphotypes not previously described; Habitat HO: holm-oak; O: oak; B: beech; P: Pine; HA: hazel; C: chestnut; G: gallery foresto
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forests, we expect their distributional history to be

correlated with the refugial history of the wet forests.

For the present study, we have performed
an intense sampling of terrestrial planarians
in the northern part of the Iberian Peninsula,

particularly in order to document the prevalence
of M. terrestris in that region. Further, we have

performed a morphological analysis of some

adult specimens, and have analysed the genetic

variability of two molecules (lT5-1 and COI) in order

to examine whether there is any correlation between

anatomical and molecular variability. Moreover,
we have estimated the population structure of M.

terrestris at the genetic level and its correlation to its

habitat history.

Material and Methods

5tudy regian and specimens

From 1996 to 2010, 68 sites located along an

east-west transect in the northern Iberian Peninsula

were sampled in search of terrestrial planarians, in

particular M. terrestris. The habitats sampled were

moist forest floors (beech, oak, gallery forests) and

the methodology used was direct searches under

rocks and fallen logs. AII terrestrial planarians
collected were placed in square plastic containers

(5 x 5 cm) that had been previously filled with wet

soil from the sampling sites. These containers were

kept cool and were transported to the laboratory,
where eaeh individual flatworm was photographed
and its external morphological characters recorded.

5pecimens were classified into morphospecies,
according to Mateos et al. (2009). 5ubsequently,
animals were fixed in 100 % alcohol for molecular

analyses or were cut into two fragments. A small

anterior portion was preserved for DNA analysis and
the rest of the animal was fixed in 5teinmann's fluid

and then preserved in alcohol 70% for anatomical

studies.

Marphalagical analysis

Fragments fixed in 5teinmann's fluid and

preserved in 70% alcohol were cleared in clove

oil, dehydrated in an ascending series of alcohol
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concentrations, and then embedded in synthetic

paraffin wax, cut at intervals of 5-7 11m, and mounted

on albumen-coated slides. The sections were stained

in Mallory-Heidenhain (cf. 5luys, 1989) or Harris

haematoxylin (cf. Humason, 1967) and mounted in

DePeX. Reconstructions of the copulatory apparatus
were obtained using a camera lucida attached to a

compound microscope. Vouchers are deposited in

the Institute for Biodiversity and Ecosystem Dynamics
(University of Amsterdam, The Netherlands).

DNA extractian,
sequencing

amplificatian andgene

5pecimens preserved in 100% ethanol were

used for DNA extraction with the Wizard® Genomic

DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, U5A). A
small piece of tissue in Iysis buffer and Proteinase K

was digested overnight previous to the next extraction

steps indicated by the manufacturero In the case of

the specimens used also by Mateos et al. (2009),
DNA was re-extracted from the remaining tissue kept
in the Animal Biology Department (Universitat de

Barcelona). An approximately 1kb fragment of the

cytochrome e oxidase I (COI) gene was amplified by

polymerase chain reaction (PCR), extendingthe length
of the sequence already amplified for the Mateos et

al. (2009)' specimens. We used the following primers:
Bar5: GTIATGCCTGTAATGATIG (Álvarez-Presas et al.,

2011) and COIR: CCWGTVARMCCHCCWAYAGTAAA

(Lázaro et al., 2009). We also used internal primers,
COIF: CCNGGDTTIGGDATDRTWTCWCA, and BBC:

CCAAAAGAAAAATCCTINCC (Álvarez-Presas et al.,

2011) to obtain better quality sequences from the

DNA fragments. The nuclear ribosomal internal

transcribed spacer (IT5-1) fragment was amplified
using the primers IT59F: GTAGGTGAACCTGCGGAAGG

and IT5R: TGCGTICAAATIGTCAATGATC (Baguña
et al., 1999). IT5-1 sequences had a final length of

�sOO bp. For COI, PCR conditions using Go Taq" DNA

Polymerase (Promega) and the DNA template were as

follows: an initial denaturation step of 2 min at 95°C

followed by 30 cycles of 50 s at 94°C, 45 s at 43°C, and

50 s at 68°C, and a final extension of 4 min at 68°C, on

25 IlL volume. In the case of IT5-1 the PCR conditions

were an initial denaturation step of 5 min at 94°C
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morphologically identified as Microplana terrestrisfollowed by 30 cycles of 45 s at 94°C, 30 s at 54°C, and

50 s at 72°C, and a final extension of 4 min at 72°C,

on a 25 IlL volume. Amplification products were

purified with a vacuum manifold (Multíscreen=Hrs

Vacuum Manifold, Millipore Corporation, Billerica,

MA 01821 U.S.A). DNA sequences were determined

from both strands by using Big-Dye (3.1, Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA) and the reaction

products were separated on the ABI Prism 3730

automated sequencer (Unitat de Genórnlca deis Data analysis
Serveis Cientifico-Tecnics de la UB).

Molecular species identification

Specimens were first classified into

morphospecies by their externa I appearance.

Unfortunately, most specimens were not big enough
to be cut into two pieces (and thus to be analysed
both anatomically and molecularly), and from those

that could, only a small proportion turned out to be

sexually mature. Therefore, we used COI barcodes to

determine the taxonomic status of the specimens.
We included in a RaxML Maximum Likelihood

analysis all the individuals collected, independently
ofthe morphotype assigned by external appearance.
Additionally we included sequences from Microplana
nana Mateos et al. 1998 (GenBank FJ969947, 48),
Microplana kwiskea Jones et al. 2008 (GenBank
EU334574, 76), Microplana scharffi (Graff, 1896)
(GenBank DQ666044) and Rhynchodemus species
(GenBank FJ969946); and seven specimens

Table Z. Summary of nucleotide diversity estimates

(Hugh Jones, personal communication) from England.
The last-metioned animals were collected from under

boards in a domestic garden near Thlrsk, Yorkshire

(Ordenance Survey grid reference: SE378848, UK;
McDonald and Jorres, 2007). One ofthese individuals

had been used in a previous study by Jones et al.

(2008; GenBank EU334581).

Mitochondrial coding DNA sequences were

aligned using the translated amino acid sequences.

A multiple alignment was obtained by Clustal W as

implemented in Bioedit v.7.0.9.0. program (Hall,
1999). AII sequences were unambiguously aligned.
For ITS-1 sequences, the alignment was obtained

using MAFFT version 6 (Katoh et al., 2009) with the

default options. We estimated the DNA sequence

evolution model that better fits the data using
jModelTest 0.1.1. (Posada, 2008), applying the

Akaike information criterion (AIC). Phylogenetic
relationships were estimated by ML (using RAxML

7.0.0 software; Stamatakis, 2006) and Bayesian
Inference (BI) (using MrBayes v. 3.1.2.; Ronquist &

Huelsenbeck, 2003) methods. The best-fit model

of sequence evolution for COI yielded TPM2uf+ r.

However, HKY + r had the next highest likelihood and

AIC scores. Therefore we used HKY + r in the Bayesian
analyses for its easier implementation. In the case

of Maximum Likelihood, RaxML only implements

Province (Locality)
No.of Nucleotide

diversity (n)
n

haplotypes
Haplotype

diversity (Hd)

No.of

polyrnorphic

COI
West Coruña (l) 13 3 0.513 8 0.0027

Asturias (�3) 6 3 0.600 7 0.0033

··East····
.. ······· .. �!i;�g!�%7,.8). ··1- .. · .. · .. ·· .. · · ·1···· .. ···························· .. �:��� 2�9 g.:g��� .

:::::::::::::::::::::::::::::�%g¡��11?����:���:::::::::::::::::::::::::::�l:::::::::::::::::::::::::L:::::::::::::::::::::::::::::::::::8.:�n::::::::::::::::::::::::::::::::::::1$.6:::::::::::::::::::::::::::::::::::8:8.8.§5:::::::::::::::
Western IP 30 12 0.800 43 0.0141
Eastern IP 26 11 0.674 18 0.0031
Alllocalities 64 24 0883 60 00210
ITS-l

West Coruña (l) 10 5 0.844 3 0.0025
Asturias (�3) 6 1 0.000 O 0.0000
Logroño r.� 4 2 0.667 2 0.0025

::::����·::·::.·:::::::i!��1.�í���:��:.:::::::·:::::::::.::.:.:.:��::.:::.::.:::.: ... : .... :::�:::.:'.::'::::::::::::·::·:::::·::::l�i�:.::.::::::·::··:::::·:::::···:::::J:::::: .. : .. : .. :.:::.:::.:::.::.:::.l���t::::.·:::::.
Western IP 26 4 0.403 3 0.0009
Eastern IP 24 2 0.083 1 0.0002
Alllocalities 54 5 O 242 4 O 0006
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• GIRONA (12, 13, 14)
• HUESCA (9, 10)
.llEIDA (11)
• NAVARRA (5, 6, 7, 8)
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.lOGRQÑO (4)
.CORUNA (1)
• BARCElONA (15)
.ENGLAND
.OUTGROUP

WEST

EAST

0.03

Figure 2. Maximum Likelihood tree inferred from the COI dataset. Values at nodes are bootstrap values (10,000 replicates) (above) and
Posterior Probabiliti es (below). Scale bar represents number of substitutions per site. The (+) and (-) indicate presence or absence of

the "intestinal structure" on those individuals that could be studied morphologically, The legend indicates the loca lity colour codeo Taxon

la beis are the same as in supplementary Table 1.

the GTR nucleotide substitution model, so we used

the GTR + í model. Bootstrap support (BS) values

(Felsenstein, 1985) were obtained for Ml trees from

10,000 replicates. Three million generations were

run using the Markov Chain Monte Cario (MCMC)
analysis in two independent runs for the BI. Sampling
was every 1,000 generations and 3,000 trees were

saved. log likelihood values of the cold chains were

checked and we verified convergence among runs.

The first 20,000 generations for COI were removed

as burn-in and 15,000 for ITS-l; a 50% majority rule

consensus tree was generated from the remaining
trees in both cases. For both markers we produced
Median Joining Networks (Bandelt et al., 1999), using
NETWORK 4.5.1.6.

distances were calculated with MEGA5 (Tamura
et al., 2011). For population genetic analyses the

program DnaSP v5.10 (librado and Rozas, 2009)
was used. We joined in some cases sequences from

geographically close localities. We excluded from

those analyses sampling points represented by only
one individual and that are geographically distant

from any other loca lity: les Planes (sampling point

B002, Barcelona), Rabos d'Ernpordá (G006, Girona),
and Cellers (E023, L1eida). We estimated haplotype

(Hd) and nucleotide diversity (n:; Nei, 1987); through

the Oxy parameter (Nei, 1987) levels of DNA

divergence among populations were examined. For

both markers we applied three neutrality tests to

determine whetherthe DNA polymorphism observed

Kimura-2-parameters (K2P) genetic was expected under the neutral hypothesis (Tajima's
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COI

D, Tajima, 1989; Fu's Fs, Fu, 1997 and e, Ramos­

Onsins and Rozas, 2002). Their statistical significance
was estimated by coalescence computer simulations.

A Mantel Test was conducted to test

whether populations showed the isolation-by­
distance pattern. We used the Fst genetic distances

and the log of the geographic distances in km, using
the Isolation by Distance Web Service 3.16 (Jensen et

al.,2005).

Results

Field col/ection, species identification and
distribution

M. terrestris was detected in 24 of the 68

sampling sites, belonging to 15 5panish localities

situated in Coruña, Asturias, Logroño, Navarra,

Huesca, Barcelona, Lleida and Girona (Table 1, Fig.
1) and represented 64.52% of the total number of

terrestrial planariansfound atthese localities. Twenty­
nine M. terrestris were fixed for morphological and
molecular analyses; unfortunately, 21 were juveniles.
Also, some of the 60 available Iberian individuals for

molecular analyses could not be sequenced, so that

finally 57 mitochondrial and 51 nuclear sequences
and morphological data from 8 sexually mature

individuals were used in this study.
The ML phylogenetic analysis run to identify

the individual species molecularly resulted in 11

mitochondrial clades (5upplementary data Fig. 1),
with M. terrestris showing the higher frequency and

ITS-l

Figure 3. Median joining network of the

mitochondrial haplotypes and IT5-1 alleles

(inset).

•

abundance (Table 1). In the tree obtained, the 57

individuals identified as M. terrestris by their external

appearance constituted a monophyletic group with

the 7 M. terrestris specimens from the United

Kingdom. Moreover, the morphological analysis of

the 8 individuals for which it was possible to obtain

sections of their copulatory apparatus showed all of

them to have the diagnostic features of the species M.

terrestris. We also found that morphotype M3 sensu

Mateos et al. (2009) (corresponding to Microplana
robusta; c.f. Vila-Farré et al., 2011) was very close to

M. terrestris, hence we decided to use it as outgroup

in the following analyses

Molecular datasets

relationships
phylogeneticand

Alignments of mitochondrial COI (822 bp;
64 M. terrestris) and nuclear IT5-1 (543 bp; 54 M.

terrestris) sequences were used for phylogenetic

analyses (GenBank accession numbers are shown in

5upplementary Table 1).
The Maximum Likelihood tree inferred from

the COI gene data is shown in Fig. 2; the phylogenetic
tree inferred by BI displays the same topology but

with different stati stica I support in some branches

(values shown in Fig. 2). 5equences group into two

main clades, correspondingto their geographic origin,
either west or east. The western animals belong
to populations from Coruña, Asturias, Logroño,

Navarra, and Barcelona (1 to 8 and 15 in Fig. 1). The

eastern clade is composed of animals from Huesca,
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Table 3. 5ummary of COI neutra lity tests

Tajima'sD
Study region

n D 95%CI F,

Coruña 13 -0.483 (-1.775,1.773) 2.812

Asturias 6 -0.631 (-1.408,1.753) 1.624

Logroño 4 -0.612 (-0.754,1.893) 0.172

Navarra 7 -1.435 (-1.567, 1.662) -0.062

en preparació

Fu's F, Ramos-Onsins & Rozas Rz

95%CI « 95%CI

(-2.884,4.149) 0.141 (0.106, 0.256)

(-2.518, 3.696) 0.222 (0.141,0.373)

(-0.887, 1.716) 0.222 (0.000, 0.833)

(-2.814,4.581) 0.232 (0.113,0.288)

Girona 22 -2.088* (-1.729,1.907) -1.223 (-3.190,4.442) 0.086* (0.082,0.224)

England 1.057 (-1.553,1.811) 1.77 (-2.476, 3.968) 0.230 (0.137,0.350)

gene values of rt (nucleotide diversity) are in general
low (below n=0.0057), with the exception of Navarra,
with a value of 0.0108 due to the presence of a very

divergent individual (086N034, loca lity 8, Table 1). The

number of haplotypes is the same in both regions (12)
but the eastern ones are more similar among each

other. Haplotype diversity per population is usually

quite low. There are no shared haplotypes between

east and west. Within the regions, only logroño
shares haplotypes with Coruña and Asturias (one
with each) in the west, and Girona with Huesca in the

east. For IT5-1, the rr value is low (0.002 maximum)
as well as the number of polymorphic sites (S) and of

haplotypes (h). In fact, a single majority haplotype is

shared by most individuals.
Given the reduced levels of variability in IT5-

1 sequences, the rest of analyses were exclusively

performed with COI. Within locallties mean pairwise
genetic distances estimated with the K2P correction

are in the range of O to 1%. Values between the

western localltíes range from O to 3%, while the

eastern values vary between O and 1.6%. West and

east present a difference of 2.4 to 4% and finally,

the between-species difference is about 19% (M.
DNA sequence variation and neutrality tests terrestris vs M. robusta). Fst values are high between

the eastern and the western groups (0.73) as well
Table 2 shows a summary of nucleotide and

as within the western Peninsula (4 groups: Coruña,

haplotype diversity in both genes. Mitochondrial
Asturias, logroño and Navarra, 0.81). In contrast, Fsr

7

*P < 0.05; **P < 0.01

lIeida, Girona (9 to 14 in Fig. 1), and the United

Kingdom. The phylogenetic trees are congruent

with the reconstructed haplotype network (Fig. 3).
In both types of analyses the western populations
are differentiated into two groups: one including

populations from Navarra and from Barcelona and

the other consisting of populations from Coruña,

Asturias, and logroño. One of the sequences from

Navarra (086N034) is highly differentiated from

the rest, but it nonetheless clearly groups with the

western group. In contrast, eastern populations are

grouped in only one cluster in the trees, although
one individual has a basal position, and show a close

relationship among haplotypes in the network (Fig.
3).

Due to the high similarity between

sequences, the topology obtained for IT5-1 was

unresolved (not shown). The median joining network

based on IT5-1 sequences (Fig. 3) shows that the

majority of populations share the same haplotype,
with only a few sequences differing in one or two

positions. No structuring based on the nuclear

marker exists.
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is low within the eastern group (2 groups: Girona and

Huesca, 0.13).

Neutrality tests were performed for those

populations for which more than 3 individuals were

available. In the east of the Peninsula this was only

possible for Girona. Therefore, and in view of the

geographical proximity of the eastern localities as

well as their genetic closeness, we also performed

a neutrality test including all eastern sampling

points. The values of Tajima's O are negative for all

the regions studied, except for the United Kingdom.

For the populations of Girona alone and for the

eastern region the test is significant (Table 3). Fu's

Fs is statistically significant only for the eastern

localities when grouped together but not for Girona

alone. Lastly, R2 (a test best suited for low numbers

of individuals) was significant both in Girona and

the eastern group. When we tested the correlation Genetic variation in Microplana terrestris
between genetic distance (FST) and log-linear

geographic distance, including all the populations,
a p-value of Mantel Test lower than 0.05 (0.011)
showed that the levels of genetic differentiation have

the characteristic pattern of isolation by distance.

Analysing the western and eastern populations

separately, no statistically significant p-values were

found (0.084 and 0.085 respectively).
There are two unexpected results. First, the

population (a single individual) from Barcelona (in
the east) shares its haplotype with one individual

from Navarra (western clade). Second, there is a great

similarity between the UK individuals and those from

the eastern clade in northern Spain, some of them

sharing a haplotype with individuals from Girona (Fig.
1 and 2).

Morphology

Eight mature specimens were examined for

the presence of the characteristic intestinal structure

("is") described by Vila-Farré et al. (2011). We found

animals with this structure in the western clade

(two individuals from sampling point C015, and one

in N061, Figure 2). For the specimens from Navarra

(N021, N061, N062) only one presents this feature

(215N061), albeit with only one of the two structures

being presento None of the eastern specimens

analysed (sampling points G213, G215) showed

it, albeit that the sample size is very small (Fig. 2;

Supplementary Table 1).

Discussion

Morphological variation vs genetic structure

The morphological variation of the "is"

feature is clearly not uniform through the species

range, not being exclusive of any of the molecular

clades detected. Consequently, we do here interpret
this structure as a morphological polymorphism not

related to any recent speciation event, therefore,

rejecting the possibility of a split of M. terrestris into

two cryptic species in the north of the Peninsula

(Vila-Farré et al., 2011).

Values of COI nucleotide diversity (n)
are relatively low as compared with Brazilian

populations of other terrestrial flatworm species

(Álvarez-Presas et al., 2011), but in the same range

as values reported in other land planarian analyses
from Australia (Sunnucks et al., 2006). The loca lity

of Girona and the entire eastern clade present

significant negative values both for O and R2 that

can be interpreted as signal of a relatively recent

population expansiono The other studied localities

show not-significant negative values ofTajima's O, so

that these populations may be considered closer to

the neutral model, rather than the expansion one.

The results of nuclear and mitochondrial genes are

not fully coincident. The median joining network

shows that variation in the nuclear marker is much

lower than in the mitochondrial gene. This situation

stems from the fact that nuclear DNA evolves slower

than mitochondrial DNA, and hence the oldest

coalescence event for DNA alleles is four times older

than for the mitochondrial sequences (Brown et al.,

1979; Hudson, 1990). This fact supplies us relevant

information from the results of the two genes: the

genetic variability and the isolation-by-distance

pattern among all the studied localities observed with

COI data reveal a considerable genetic structure of

M. terrestris populations along an east-west transect
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in the northern part of the Iberian Peninsula, while

the lack of structure presented by the IT5-1 suggests

that this differentiation is relatively recento However,

the distances found among and within groups for

COI, reaching values of 3 and 4%, suggest that this

differentiation cannot be due to events as recent as

the last glacial periods (ending 18 Kya). Although we

cannot callbrate a molecular dock with the present

data, these levels of differentiation should have

needed a time in the order of a few million years

to accumulate, with the rates usually found in most

animals (around a 2% per million years).

Phylogeographic patterns and refuges

The genetic structure observed in M.

terrestris may result from isolation of their

populations in various refuges during the last

glaciations. In view of the fact that these animals

are dependent on the presence of wet forest soils,

the existence of their putative refuges may be

reconstructed from information on the presence of

humid forests in the north of the Iberian Peninsula

before, during and after the glacial periodo Extensive

studies based on fossil wood, pollen registers and

genetic variation have been published mainly for

beech and oak forests in Europe (Magri et al., 2006;
Magri, 2008; Petit et al., 2002a; Petit et aí., 2002b;
Petit et al., 2003; Ramil-Rego et al., 2000).

According to these studies, beech forests

were reduced during the last glacial periods to a few

refugia of extremely small size. Isozymes data show

the presence of three groups in the present day
beech forests in the north of the Iberian Peninsula.

One group is restricted to the Cantabrian Mountains,
one to the western Pyrenees, and the third group

occurs in the eastern part and is connected with the

populations in southern France (Magri et al., 2006;

Magri, 2008); these three groups originated from

different refugia. During the late Holocene, after the

Last Glacial Maximum (LGM), there would have been

a slow expansion of these forests. However, they
would not have crossed the Pyrenees northward, and
therefore Iberian Peninsula beech did not contribute

to the re-colonization of this type of forest in northern

Europe. 5tudies of chloroplast sequences from oaks
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in the Iberian Peninsula show that the haplotypes
present in the Cantabrian and Basque regions most

probably persisted in a refuge on the west coast,
whereas the haplotypes found on the south-east

slopes of the Pyrenees and in Catalonia may have

arrived from Italy, or even from the Balkans through
France, during the late-glacial interstadial (similarly
to what has been found for Chorthippus parallellus,
Alnus glutinosa and Triturus cristatus (cf. Hewitt,
1999); Petit et al., 2002b). Thus, Fagus and Quercus

coincide in showing a clear differentiation among

eastern and western populations in the north of the

Iberian Peninsula, and in the fact that the populations
in the east probably have an eastern European origin,
more or less distant, which will involve an important

genetic divergence among both sides.

The mitochondrial genetic differentiation

between the eastern and western clades of M.

terrestris, the marked structure within the west

region, and the low genetic variability and expansion

signals in the eastern part, may all have resulted

from the complex history of their habitat, Le. the

wet forests. When the glacial periods began, the

planarian populations may have been restricted to a

few refugia: the remnants of the wet forests, mostly
situated in the west of the Peninsula, becoming

isolated in a few distant localltíes. In the west, the

populations may have expanded their range from the

refuges and established secondary contacts after the

LGM, probably following the northern expansion of

oak, resulting in the present populations in Logroño,
Asturias and Coruña. On the other hand, the

populations from the Pyrenees (Navarra) would have

remained isolated from the rest and among them

resulting in the high differentiation found among

localities (a single individual collected in locality 8 at

high altitude has an extremely divergent haplotype
with respect to the individuals coming from the valley

regions). This fact suggests that due to the orography
of the Pyrenees the genetic structure produced
during the reduction of habitat in the glacial period
has persisted until today, a situation that is also

found for beech in that region (Magri et al. 2006;

Magri, 2008).
The eastern planarian populations may have

arrived with oak and beech forests (Magri et al. 2006;
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Petit et al. 2002b). Petit et al. (2002b) hypothesize

that populations of oak coming from the east and

established in Catalonia would then have constituted

a "secondary refuge" during the colder period of

the Younger Dryas (11-10 ky BP). The low genetic

structure found in eastern planarian populations may

have resulted from the reduced number of refugia

and their recent expansion following the humid

forests (which started in the Pyrenees 4 to 3 kya

(Magri, 2008; Petit et al., 2002b). This hyposthesis

could also explain the high genetic distances found

between eastern and western c1ades in the Iberian

Peninsula. According to this hypothesis, we predict
that the planarian populations in the eastern Iberian

Peninsula would have haplotypes that are more

similar to the southern France populations than to

the western c1ade.

British-East cJade relationship

The fact that M. terrestris specimens from

England group among the north-eastern populations
of the Iberian Peninsula (Fig. 2) is difficult to explain
as a consequence of the known history of the humid

foresto The arrival of the species in the British Isles

cannot be explained by Fagus dispersion, since beech

did not colonize central and northern Europe from the

Iberia n Peninsula (Magri et al., 2006). Nevertheless,
palaeobotanical data support a spread of oak from

the west of the Iberian Peninsula along the Atlantic

coast of Europe and the exposed English Channel to

the British Isles (Petit et al., 2002b). With this data

one may expect British Microplana terrestris to be

closely related to the Iberian Peninsula west c1ade,

leaving unexplained the close affinity among the

British and eastern Iberian c1ade. However, in some

localities in the British Isles the presence of two oak

haplotypes coming from the south of France and

Catalonia (Cottrell et al., 2002; Petit et al., 2002b) has
been detected. This presence has been interpreted
as the result of recent anthropogenic introduction

due to oak forests planting and management in

Britain (Cottrell et al., 2002). Although the localities
of the terrestrial planarians analysed do not match

exactly those of the exotic oak haplotypes, it is

Possible that after being introduced, terrestrial

planarians have dispersed through the island. Other

well documented examples of human introduction

of terrestrial planarians with plants already exist in

the British Isles, as is the case of some Neotropical
species (Cannon et al., 1999; Jones and Boag, 1996).
However, the vast distribution ofM. terrestris through
the British Isles (H. Jones, personal communication)
casts some doubt on this interpretation. The only
M. terrestris specimen from Barcelona that c1usters

within the western c1ade seems another Iikely case

of human introduction.

It will be necessary to do a wider sampling
of M. terrestris in the British Isles to find out whether

the haplotypes found in the present study are the

only ones present there or, alternatively, whether

they are mixed with others related to the western

c1ade of the Iberian Peninsula. In the latter case,

the situation will be equivalent to the one found for

oaks. In the first case, if only introduced haplotypes
for terrestrial planarians were found, there are

two possible explanations. One is that Microplana

populations from western Iberian Peninsula were

not able to follow the rapid expansion of oaks

through the British channel and, hence, the animals

introduced from the south of France/Catalonia are

the only Microplana that arrived to the British Isles.

The second explanation would be that planarians
from western Peninsula crossed the channel butwere

replaced by the recently introduced M. terrestris.

Despite the scarcity of samples, due to the

difficulty in collecting high amounts of terrestrial

planarians, our data c1early indicate the link between

these animals history and the moist forest evolution

during the last glacial periods. These data seem to

indicate that terrestrial planarians, as other edaphic

fauna, can be good models to corroborate, or even

put forward, phylogeographical hypothesis on the

forest community.
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Supplementary Information

Supplementary Figure 1. Maximum Likelihood tree inferred from COI data including 110 sequences corresponding to all the individuals
collected in the Iberian Peninsula for this study (blue circles}, plus the British animals identified as M. terrestris (red circles). Each symbol
represents a different morphotype, black squares corresponding to the outgroup species used in the intraspecies analyses: M. robusta.

183



Filogeografia Microplana terrestris en preparQció

Table 1 supplementary material. List of samples used in this study with sampling loca lity and GenBank
Accession numbers.

Code Histology Collectors Date GenBank Accession number
COI IT5-1

M.terrestris
003B002 M 23/05/1996 JN379967
225G006 M,C 06/11/2006 JN379976 JN380038
071C015* M 01/07/2004 FJ969949 JN380022
151C015* M 05/07/2005 FJ969952 JN380024
190C015 juv M 12/04/2006 JN379969 JN380029
191C015* M 12/04/2006 FJ969958 JN380030
193C015* M 12/04/2006 FJ969959 JN380031
194C015* juv M 12/04/2006 FJ969960 JN380032
232C015 M 11/11/2006 JN379977 JN380039
234C015 M 11/11/2006 JN379979 JN380041
235C015 is M 11/11/2006 JN379980
240C015 M 11/11/2006 JN379981 JN380042
241C015 M 11/11/2006 JN379982
242C015 M 11/11/2006 JN379983 JN380043
245C015 is M 11/11/2006 JN379984 JN380044
207N021 normal M,V 12/05/2006 JN379971
209N021 juv M,V 12/05/2006 JN379972
198E023 V 16/04/2006 JN379970
086N034* M,V 21/08/2004 FJ969951 JN380023
155L048* M 13/07/2005 FJ969953 JN380025
156L048 M 13/07/2005 JN379968 JN380026
157L048* M 13/07/2005 FJ969954 JN380027
158L048* M 13/07/2005 FJ969955 JN380028
212N060 juv M,V 13/05/2006 JN379973 JN380034
214N060 juv M,V 13/05/2006 JN379974 JN380035
215N061 is M,V 13/05/2006 JN379975 JN380036
218N062* normal M,V 14/05/2006 FJ969979 JN380037
269G166 M 07/11/2008 JN379985 JN380045
270G166 M 07/11/2008 JN379986 JN380046
271G166 M 07/11/2008 JN379987 JN380047
272G166 M 07/11/2008 JN379988 JN380048
275G167 M 07/11/2008 JN379989 JN380049
276G167 juv M 07/11/2008 JN379990 JN380050
303H200 M 30/05/2009 JN379991 JN380051
304H200 juv M 30/05/2009 JN379992 JN380052
306H201 juv M 31/05/2009 JN379993 JN380053
309G212 juv M 12/09/2009 JN379994 JN380054
310G212 juv M 12/09/2009 JN379995 JN380055
311G212 juv M 12/09/2009 JN379996 JN380056
312G212 juv M 12/09/2009 JN379997 JN380057
333G212 M 12/09/2009 JN380009 JN380069
334G212 M 12/09/2009 JN380010 JN380070
335G212 juv M 12/09/2009 JN380011 JN380071
336G212 M 12/09/2009 JN380012 JN380072
337G212 juv M 12/09/2009 JN380013 JN380073
338G212 M 12/09/2009 JN380014 JN380074
313G213 normal M 12/09/2009 JN379998 JN380058
314G214 juv M 25/09/2009 JN379999 JN380059
315G215 normal M 25/09/2009 JN380000 JN380060
316G215 normal M 25/09/2009 JN380001 JN380061
317G217 M 25/09/2009 JN380002 JN380062
322A218 juv M,A,S 23/10/2009 JN380003 JN380063
323A218 juv M,A,S 23/10/2009 JN380004 JN380064
327A220 juv M,A,S 24/10/2009 JN380005 JN380065
330A221 juv M,A,S 24/10/2009 JN380006 JN380066
331A222 juv M,A,S 24/10/2009 JN380007 JN380067
332A223 juv M,A,S 25/10/2009 JN380008 JN380068
MTA J, A 09/05/2010 JN380021
MT1 J, A 09/05/2010 JN380016
MT2 J, A 09/05/2010 JN380017 JN380076
MT3 J,A 09/05/2010 JN380018 JN3800n
MT4 J, A 09/05/2010 JN380019
MT5 J, A 09/05/2010 JN380020
T4* EU334581 JN380078
Outgroup

12/04/2006197C015* M FJ969962 JN380033
233C015 M 11/11/2006 JN379978 JN380040
352P234 M,A,S 28/05/2010 JN380015 JN380075

Histology legend, is: intestinal structure present; normal: intestinal structure absent; juv: juvenile individual. Col/ector Legend, A: Marta
Álvarez-Presas; C: Cristina Cabrera; J: Jil/ McDonald; M: Eduardo Mateas; S: Eduard Sola; V: Miquel vito-Forré. * these animals had already
been inc/uded in a previous study (Mateas et al., 2009) where a smal/er fragment of COI was analysed and were completed to be used

in the present analyses (GenBank records have been updated to add the new fragment sequenced). Codes in the fitst column correspond
to a three-digit number speciftc to each individual according to the arder of coltection, fol/owed by the code of the locality where it was

found. Individuals col/ected in the United Kingdom are identifted by the code MT or T.

184



DISCUSSló

185



Discussió

DISCUSSIÓ GENERAL

Un deis principals objectius d'aquesta tesi era I'obtenció d'una filogenla ben resolta

tant a nivell deis Continenticola com de les planáries terrestres Neotropicals de la subfamília

Geoplaninae. L'estudi clásslc de la sistemática de les planaries requereix una inversió molt

gran de temps per examinar I'anatomia interna (báslcarnent de I'aparell copulador) de cada

individu, ja que els caracters rnorfológics externs en la majoria deis casos no són suficients

per identificar especies (Mateos i col. 1998). A més, el nombre de trets morfológics del

que es disposa els fa insuficients per resoldre la ñlogenia del gran nombre d'especies

que existeix. Per aquests motius, abans del cornencarnent d'aquesta tesi hi havia un gran

conjunt d'estudis morfológics pero tots focalitzats en les descripcions taxonornlques deis

grups, sense resoldre'n explícitament les relacions ñlogenetíques. Els avencos de la biologia
molecular han fet possible solucionar aquests problemes i agilitzar I'estudi taxonornlc i

ñlogenetic de les planaries. Malgrat aíxo, no és una tasca fácll, Els seus hábits nocturns,

la poca tolerancia a la lIum i la dependencia deis habltats humits condiciona que visquin
en amagatalls. Per altra banda, la coberta de moc que tenen al voltant del cos dificulta

I'obtenció d'un DNA de suficient qualitat per ser amplificat amb facilitat. Al lIarg del

desenvolupament d'aquesta tesi hem anat resolent aquests i d'altres inconvenients a I'hora

de treballar amb aquests organismes. En són exemples la manca de marcadors genetícs
informatius, I'optimització del protocol d'extracció de DNA o I'obtenció d'un bon mostreig

per intentar resoldre preguntes relacionades amb la filogenla, filogeografia i ecologia deis

tricládides. Els resultats obtinguts ens han estat útils per poder donar lIum a una nova

c1assificació d'aquest grup, intentant aprofundir en la seva sistemática, tant a nivell d'ordre

com de subfamília. A més, el desenvolupament i millora de les metodologies moleculars a

les planarles, junt amb les seves especials característiques, ens ha permes utilitzar-Ies com

a eina per donar resposta a una pregunta clau que molts autors fa temps que es plantegen:
quin és I'origen de la diversitat que s'observa avui en dia a les regions Neotropicals?
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1 OPTIMITZACIÓ DE METODOLOGIES PER L'ESTUDI
MOLECULAR DE LES PLANÁRIES TERRESTRES

1 . 1 Purificació del DNA

Pertal d'aconseguir unes seqüencles de qualitatvam cercar la metodologia d'extracció
de DNA que ens donava un producte més puro Inicialment utilitzávem una modificació del

rnetode tradicional d'extracció amb Isotiocianat de Guanidina i Fenol-Cloroform (Carranza i

col. 1998a, b) descrit prevlarnent per RNA (Chirgwin i col. 1979). A més de ser molt costós i

tóxic, en moltes ocasions aquest protocol donava mals resultats, ja que els polisacárlds del

moc interfereixen en I'extracció de manera semblant al que ocorre amb els mol·luscs (que
també tenen molt de moc; Sokolov, 2000) o amb les plantes (per la paret vegetal; Jobes i col.

1995). En individus vius és possible extraure el moc abans de I'extracció fent un tractament

amb clorur de ciste'ina, pero aquest tractament no és possible en els individus fixats en

alcohol. La majoria deis que arribaven al laboratori estaven fixats, per tant, el moc queda
inclós amb el teixit. Així dones vam provar diversos productes comercials (veure Taula 1)
específics per afer extraccions de plantes i fongs (que presenten un problema semblant),
i amb productes d'extracció general. Tant 5015 un va donar bons resultats, tot i havent de

modificar forca el protocol del fabricant (Wizard Genomic DNA Purification Kit, de Promega;

Capítols 2, 3, 4 i 5). Una peculiaritat a destacar és que el DNAzol (Molecular Research Center

Inc., Cincinnati, OH), producte que es fa servir habitualment per fer extraccions de DNA amb

planáries d'aigua dolca, no va donar bons resultats amb planáries terrestres. Aixó podria ser

causat per una diferent composició del moc en els organismes aquátícs i en els terrestres.

Taula 1. Metodes d'extracció assajats per tal d'obtenir bona qualitat de DNA de planárles terrestres.

Wizard Genomic DNA Purification Kit* Promega
Isotioclanat de Guanidina* Chirgwln i col. 1979
Extracció específica de planáries" Bessho i col. 1997
SPEEDTOOLS TISSUE DNA EXTRACTION KIT Biotools
DNAzol Molecular Research Center
E.Z.N.A. Fungal DNA Kit Omega Biotek
DNeasy Plant Qiagen
Protocol extracció rnol-luscs Winnepennickx i col. 1993
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen
E.Z.N.A. Mollusc Extraction Kit Omega Biotek
Tjssye PNA Extraction Kjt-GF1 Vjyantis Technologjes

Metode Casa comercial! Referencia Efectivitat

*Aplicant algunes modificacions al rnetode original

Bona
Fon;:a bona
Forca bona

Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Nul·la
Nul-la
Nyl·la

1.2 Cerca de nous marcadors

La cerca de nous marcadors moleculars per a planáries ha estat un deis punts rnés

importants i costosos d'aquesta tesi. Hem provat una gran quantitat de gens, encara que la

majoria d'ells sense exit (Taula 2), ja sigui per problemes d'amplificació o bé per no presentar
la variabilitat adequada al problema que es volia estudiar. Cercávern gens que fossin

conservats a nivell d'ordre o de subfamília, segons I'estudi, pero que alhora presentessin
variabilitat suficient per resoldre les branques més basals de les ñlogenles. Vam provar tant
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Taula 2. Gens provats per les diferents aná lisis

Discussió

Gen Origen

185 rDNA Carranza i col. 1996

285 rDNA Álvarez-Presas i col. 2008

285 rDNA TI! Tesi

Histona H3 Colgan i col. 1998

Bessho i col. 1992; Lázaro i col.

COI 2009; Álvarez-Presas i col. 2011;
Tesi

165 Arnedo i col. 2004; Tesi

125 Desconegut

EF-1a Tesi

ATPasa-alpha Tesi

IT5-1 Baguñá i col. 1999

Actina Tesi

Aldolasa Tesi

EF2 Tesi

NADH-1 Desconegut

COx3 Desconegut

COx2 Desconegut

Citocrom b Universal

NADH-S Boore, 1999

Filogimia
trlcládldes

Filogemia
Geoplaninae

Filogeografia

1

1

1

1

3

3

3 3 3

2 2 2

1 1 1

3 3 3

2 2 2

1 3

3

3 3 1

2 2 2

2 2 2

2 2 2

3 3

2

2 2 2

3 3

2 2 2

'Informatiu
2No es va poder amplificar
3No contenia informació a aquest nivel!
-No es va provar per aquest estudi

gens nuclears (de prote'ines ribosomals, reguladors del metabolisme,,,.) com mitocondrials

per les aná lisis filogenetiques i per les ñlogeográfiques. La utilització de gens (o fragments
de DNA) amb diferents orígens (nuclear i mitocondrial) és molt informatiu per resoldre

fílogénles a diferents nivells: els gens mitocondrials són més variables i aporten informació

a nivell de població o especie, mentre que els nuclears solen ser bons per resoldre parts
més basals de les filogenles. Un deis problemes que poden haver afectat el baix rendiment

del nombre de gens provats en vers els que es van poder amplificar, pot ser la poca

disponibilitat de seqüencies de planáries o grups ñlogeneticarnent propers a les bases de

dades públiques. La divergencia de les seqüencles de planaries respecte a les trobades als

bancs de dades i/o els alts nivells de variabilitat dins de les propies planarles dificulta la

Possibilitat de dissenyar bons jocs d'encebadors per amplificar gens nous.
Pel que fa als gens nuclears en particular, en el cas del 18 i 285 rDNA es va intentar

buscar una estrategia per amplificar de forma específica el dos tipus presents a planaries
(Carranza i col. 1996) per tal de poder disposar de la informació d'ambdues copies.
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Malauradament, en el cas del 285 una de les copies no presentava prou variabilitat i es va

descartar per als estudis filogenetics (capítol 2). Després de fallar en I'intent de fer servir

altres gens nuclears per la fílogenla de Continenticola (com la Histona H3; Taula 2), va ser

possible amplificar dos marcadors nuclears més, l'EF-1a i l'ATPasa-a, ja de cara al treball de

ñlogenla de Geoplaninae. D'aquests dos, el cribratge de la variació nucleotídica només ens

en va deixar un, l'EF-1a, que presenta una bona resolució a nivell de branques internes.

L'ATPasa, a més de ser poc variable a nivell de subfamília, ha donat problemes d'amplificació
i s'ha descartat en aquesta ocasió. El fragment amplificat pero presenta un petit intró que

en el futur pot ser d'utilitat a altres nivells, com el poblacional per exemple. Així, el disseny
de nous ollgonucleótids més específics per optimitzar I'amplificació d'aquest gen queda

pendent per un futuro

En el cas deis gens mitocondrials, la proporció d'exlt en aconseguir nous marcadors

va ser inferior, probablement degut a I'alt grau de variabilitat d'aquest genoma. Els gens

ribosomals 165 i 125 rDNA, no van donar bons resultats a cap nivell; el 125 no el vam poder

amplificar i el 165 era massa variable. Altres gens, com el COX2 o la NADH5 tampoc es van

poder amplificar (Taula 2), de manera que després de moltes proves tan 5015 es va poder
utilitzar el gen COI. Aquest ha estat útil per quasi totes les ana lisis d'aquesta tesi, tot i que a

nivell de filogenla de trícládldes vam veure que els resultats eren millors si el descartavern,

perqué els alts nivells de saturació que presentava emmascaraven la poca senyal deis altres

gens a nivell de les branques basals. Per la filogenia de Geoplaninae, en canvi, la saturació no

va ser problema, i la seva informació, sumada a la deis altres gens, va ser important a nivell

de branques internes. Per als estudis ñlogeográfics, la manca de marcadors mitocondrials

amb la variabilitat adequada per aquest tipus de treballs, ens ha limitat a utilitzar només el

gen COI, que hem pogut complementar amb la informació de I'intró nuclear IT5-1, que ja
s'havia utilitzat en altres estudis amb planaries (Baguña i col. 1999; Lázaro i col. 2009).

En les ana lisis ñlogenettques, la concatenació deis gens resulta sempre en una millor

resolució que les aná lisis individuals. En general, els gens ribosomals estarien donant

informació a nivell més basal dins les filogenies, complementat per la resolució que donen

els altres gens a nivell més terminal. Concretament, en el cas de la filogenla de les planáries
terrestres Neotropicals, el 285 sembla ser el gen que millor explica la historia evolutiva del

grupo Quan el concatenem amb la resta de gens (COI i EF-1a) es manté la topologia obtinguda
amb el 285, variant tant 5015 els suports estadístics. Malgrat aíxó, encara queden zones

de les ñlogenies sense resolució. Actualment, en I'era de la genórnlca, la cerca individual

de nous gens és massa lenta i perd sentit. Utilitzar dades genómlques (transcriptomica)
(Philippe i col. 2007; Dunn i col. 2008) o bé fer la cerca de nous marcadors a partir d'anállsls
de resultats de les noves tecnologies de seqüenciació (ngs) (Bybee i col. 2011) pot ser una

molt millor estrategia tant pels estudis filogenetics com pels filogeográñcs. No obstant aíxó,
en les filogenies I'addició de més gens no té per que implicar millor resolució filogenetica
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(Paps i col. 200gb) i és més important trobar I'equilibri entre el nombre de táxons i la

seva representació que no pas augmentar molt el nombre de posicions nucleotídiques o

aminoacídiques.

1.3 El mostreig: ampliar el "taxon sampting"
Tenir un mostreig ampli és necessari per obtenir bones inferencles. En aquesta

tesi hem ampliat el mostreig d'alguns generes respecte ana lisis prevles, 5'han aportat

seqüencies deis generes Dolichoplana, Novibipalium, Spathula a les ana lisis filogenetíques
deis Continenticola, a més de molts generes de planaries terrestres Neotropicals, com

Geoplana, Notogynaphallia o Issoca, per l'análisl a nivell de la subfamília Geoplaninae amb

les quals no s'havia treballat encara a nivell molecular. A més, s'ha aconseguit un objectiu
important per als estudis filogeográfics, que és tenir un mostreig en quantitats adequades

per tota la regió d'estudi. 5'ha trobat una especie de distribució amplia, Cephaloflexa bergi

que cobreix tota la regió, mentre que se n'ha trobat d'altres amb distribució més restringida,
que també han estat útils per comparar els resultats de la primera (Annex capítoI4).

Malauradament, en algun cas, com el del gen mitocondrial COI, I'adició de més taxons

ha resultat en fílogenles interespecífiques menys resoltes. Aquest fet, que pot semblar

contradictori amb I'afirmació de Paps i col. (200gb) esmentada anteriorment, pot ser

degut a les altes taxes de substitució deis gens mitocondrials, sumades a I'antiguitat de les

planárles, El COI es satura rápidament, efecte que es multiplica a I'incrementar el nombre

de táxons estudiats. Així dones, en cada cas cal considerar quins gens s'utilitzen, i a quin

nivell, per determinar si la millor estrategia és augmentar el nombre de taxa o augmentar
el nombre de gens.
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2 UN NOU ESCENARI FILOGENETIC/SISTEMÁTIC PELS
TRICLÁDIDES

L'estat del coneixement de la sistemática deis trlcladides abans del comen!;ament

d'aquesta tesi era forca pobre. La majoria d'estudis eren purament taxonórnlcs, basats en

descripcions rnorfológiques, i cap d'ells tenia prou potencia per poder inferir la filogenia del

grup, degut a la débil informació filogenetica deis caracters morfológics. Malgrat que ja hi

havia estudis moleculars previs, cap d'ells havia aconseguit respondre algunes preguntes

clau, com la verificació del monofiletisme de les planaries terrestres, les relacions entre els

seus grups (relacions internes) i la ñlogenia de la subfamília Geoplaninae. Tot i que encara

queden algunes qüestions pendents, les análisis realitzades en aquesta tesi han aconseguit
resoldre alguns punts que han contribuit al millor enteniment de la posició d'aquests
organismes i que seran el punt de partida per a estudis posteriors basats en aquests taxons

de gran interés ecologic.

2.1 Delimitadó i identificadó d'espécies a ptanaries terrestres

Per realitzar estudis ñlogeográfics i filogenetics és imprescindible comprovar que tots

els individus i poblacions que representen una determinada especie realment pertanyen a

aquesta. En el nostre cas hem realitzat aquesta comprovació sempre rnltjancant una analisl

filogenetica previa, a I'estil de la metodologia de DNA Barcoding (Hebert i col. 2003). Així
abans de realitzar els estudis filogenetics o ñlogeográñcs hem assignat els individus a la seva

especie corresponent basant-nos en la informació del gen COI. (Fig. 3 de la Introducció).
Els resultats d'aquestes análisis ens permetien identificar aquells individus que podrien
haver estat mal identificats a nivell de la morfologia externa o bé que podien pertanver a

noves especies. En tots els casos cornplernentávern aquests resultats amb un estudi de la

morfologia interna deis individus afectats, per tal de comprovar si els resultats rnorfologics
i els moleculars coincidien, ja que I'ús d'un sol gen per delimitar una especie o bé per

identificar un individu pot donar Iloc a errors importants.
Un exemple de la utilitat d'aquesta estrategia és el cas de l'especie Geoplana goetschi.

Estudis morfologics previs havien fet pales l'exlstencia de certes diferencies anatorntques

entre els individus identificats com a G. goetschi (Carbayo, 2003; capítols 2 i 3). Grades a

l'analisi de les seqüencies de COI, nosaltres vam poder corroborar que aquestes variadons es

devien a la presencia de dues especies críptiques (Fig.
9). A posteriori s'han tornat a analitzar els individus a

nivell morfologic i s'han trobat més trets, que en un

futur seran útils per la descripció d'una especie nova

(Geoplana goetschi sensu Marcus, 1951; Imatge de la

dreta) i per dur a terme els canvis taxonomics pertinents a l'altra (Geoplana goetschi sensu
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Riester, 1938; Imatge de I'esquerra}, que segurament

passará a formar part d'un genere nou, proposat a la

tesi de F. Carbayo (2003) amb el nom de Riestera.

Figura 9. Arbre d'lnferencia

Bayesiana amb dades del gen
COI sota el model GTR+I+G

amb 3.000.000 de generacions
que inclou representants de

diverses especies de la subfamília

Geoplaninae. S'observa que
els individus amb el símbol •

corresponen a l'especle Geoplana
goetschi sensu Marcus 1951,
mentre que els del símbol •

pertanyen a l'especíe Geoplana
goetschi sensu Riester, 1938,
agrupacions clarament ben

separades.

Figura lO.lmatge de dos individus del genere Microplana que presenten un aspecte morfológicmolt semblant.
A I'esquerra un Ilinatge molecular nou encara per descriure a nivell morfológic (M22). A la dreta Microplana
terrestris. Imatges: Eduardo Mateos.

El mateix ha ocorregut amb alguns individus del genere Microplana de la Península

lberlca. Al 2009, Mateos i col·laboradors van utilitzar dos marcadors genetics (COI i 185)
per esbrinar si els lIinatges genetics coincidien amb els morfotipus definits amb caracters

anatomics externs. Els seus resultats van indicar que molts deis trets morfologics externs

no eren adequats per la identificació d'especies, i que en bastants casos morfologies quasi
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identiques corresponien a lIinatges genetics forca allunyats. En el nostre cas, molts deis

especlrnens identificats com Microplana terrestris per morfologia externa (aparentment
identícs, Fig. 10) han resultat pertanver a diferents llinatges moleculars, pels quals, a

posteriori, s'han trobat trets morfológlcs distintius (especialment a nivell del patró deis

ulls). Tots aquests fets apunten a l'existencla d'especies críptiques; en un futur proxím

s'ampliaran les análisis amb estudis de I'anatomia interna del seu aparell copulador i, si és

necessari, es descriuran les noves especies.
El nombre d'especles que ocupa un espai és important a I'hora de valorar-ne la

biodiversitat. El concepte d'especle ha estat molt debatut des de l'epoca de Darwin i fins

i tot abans, i encara és motiu de controversia. En el cas de les planarles, amb pocs trets

rnorfologlcs a estudiar, de vegades és molt difícil discernir si les variacions observades

són polimorfismes o bé caracters distintius d'especles, Per a les planaries brasileres, les

evidencies que s'han utilitzat per descriure noves especies han estat morfologiques (estudi
de I'anatomia interna de I'aparell copulador) i moleculars amb I'estudi de la variabilitat del

gen mitocondrial COI i I'addició de la informació d'un gen nuclear, I'ITS-l. La conservació

d'aquest fragment nuclear en general ens ha perrnes confirmar quan els individus

pertanyen a la mateixa especie. En algunes planárles d'aigua dolca hi ha diagnosis d'especies
basades en pocs trets morfológlcs, de vegades tant sois un, pero val la pena plantejar-se
si realment una sola estructura anatómica és suficient per separar especies. Per exemple,
la particularitat morfológica que van trobar a M. terrestris Vila-Farré i col. (2011) es va

comprovar que era només un polimorfisme grácies a I'estudi molecular (capítol 5). Per

altra banda, la diferenciació molecular que s'observa en el DNA de M. terrestris entre I'est

i I'oest de la Península Ibérica, encara no s'ha reflectit en canvis rnorfológics, pero podria
ser un cas d'especiació incipient. Si es manté I'a'illament i manca de flux genetic entre els

dos grups a lIarg termini (potser d'aquí a centenars de milers o milions d'anys), es podria
acabar produint un esdeveniment d'especiació al-lopátrlca, que s'hauria originat per causa

de I'a'illament geográfic inicial degut als moviments tectonics del terciari, i posteriorment
agreujat per les glaciacions. En el cas de les dues especies en que es divideix G. goetschi
(molt més diferenciades a nivell genetíc), no sembla que es tracti d'una especiació recento En

aquesta ocasió no parlaríem d'especíes críptiques, sinó que es tractaria més probablement
de convergencia evolutiva, assolint les dues especies aparences externes molt semblants.

Així dones, la combinació de diferents proves diagnostiques (morfologia externa, DNA,

a'illament reproductiu, comportament, citologia, ultraestructura deis caracters, etc.) a I'hora

de definir especies de planáries terrestres és molt important, tot i que malauradament

no sempre és possible. És molt més rápid treballar amb eines moleculars que amb eines

histológlques, per aquest motiu, la detecció de grups divergents dins de les especies a nivell

molecular (com ocorre a Choeradoplana iheringi, per exemple, al capítol 2), pot servir com

a guia per un posterior estudi rnorfologic que ajudi a distingir els grups naturals.
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2.2 Estat del coneixement de la biodiversitat de planaries
terrestres

Una de les contribucions d'aquesta tesi a lIarg termini sera la descripció de várles

especies noves, tant de planáries neotropicals, com de planáries lberlques, Fins al 2008

s'havien descrit un total de 162 especies de planáries terrestres només al territori brasiler;

la majoria d'elles dins del Bosc Atlántíc (Carbayo i Froehlich, 2008). Aquest nombre

representa gairebé el 20% del total conegut al món. Els nostres resultats indiquen clarament

que el nombre d'especles encara desconegudes pot ser molt més elevat. En els mostrejos
realitzats per dur a terme les ana lisis filogeográñques i filogenetiques d'aquest treball,

I'equip del Dr. Fernando Carbayo ha recol·lectat prop de 3.000 animals que representen
unes 220 rnorfoespecies, Aquesta és una aproximació del nombre real d'especies, doncs

encara no s'ha pogut estudiar amb profunditat la histologia de tots els morfotipus, i pertant

classificar-Ies correctament. De les 140 morfoespecies ja analitzades a nivell hlstológic, al

menys unes 18 són especies noves pendents de descripció morfológica (algunes incloses en

aquesta tesi). Si la proporció es manté, arribaríem a tenir gairebé una trentena d'especies
noves, només en tres anys de mostrejos. Un cas especialment peculiar és el de la composició
faunística de la Reserva Biológica Augusto Ruschi (població 01-AR al capítol 4). Fins ara no

s'havien cercat planáries terrestres en aquest estat; en els mostrejos recents, en canvi, s'hl

han trobat 55 rnorfoespecles, el major registre d'entre tots els pares. Per altra banda, poques
de les morfoespecies recollides a 01-AR es troben també en altres unitats de conservació

del sud del Bosc Atlántic, Aquesta localitat pertany al que esta definit com a centre del Bosc

Atlántic (CAF), a diferencia de la resta d'espais estudiats en aquest projecte, que pertanyen
al sud (SAF). Les diferencies trobades entre 01-AR i la resta de localitats ens indiquen que

segurament la composició de les comunitats de planáries terrestres en les dues regions sera

diferent, cosa que encara incrementara més el nombre d'especies en un futuro

Al contrari que a Brasil, les abundáncies d'individus per localitat de mostreig a la

Península en general són perites, tot i que en algunes localitats es pot arribar a trobar

un elevat nombre d'especlrnens. Des de I'inici d'aquesta tesi el coneixement sobre les

planárles terrestres a la Península lberica ha augmentat exponencialment, sobretot gracles
al treball de Vila-Farré, Mateos i col·laboradors. Els estudis moleculars realitzats (Mateos
2009 i capítol 5), a més, han demostrat l'existencla de diversos llinatges genetics que no es

corresponen amb cap de les especies descrites. Mateos i col. (2009) predeien la possibilitat
d'arribar fins a un nombre de 15 especies a la Península, i les anállsis previes realitzades

pel capítol 5 amb tots els individus recol·lectats (descartats per no ser M. terrestris), també
apunten a la presencia de noves especies que podrien augmentar aquest nombre. Alguns
d'aquests lIinatges han estat ja analitzats a nivell de la seva morfologia interna i descrits

i altres resten pendents de ser estudiats, de manera que la xifra de possibles especies
noves segueix en augment. Des de 2008 s'han descrit a nivell rnorfológic diverses especies
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autóctones de la Península i s'han localitzat punts on es poden trobar taxons ja descrits a la

resta d'Europa. La primera fou Microplana groga (Jones i col. 2008), procedent del pare de

ColIserola (a Barcelona) i paral·lelament, Vila-Farré i col. van descriure tres noves especies
més (Microplana aixandrei, M. grazalemica i M. gadesensis, totes procedents de Sierra de

Grazalema, Andalusia). A més de les tres especies gaditanes, Vila-Farré i col·laboradors han

publicat al 2011 la descripció de dues especies noves més (M. hyalina i M. robusta) i han

donat noves cites de M. monacensis a Navarra (abans només localitzada a Mónaco), M.
groga i M. terrestris, entre d'altres. Així dones el nombre d'especies descrites de planárlss
terrestres de la Península ha augmentat de 3 a 9 en els últims anys.

2.3 Canvis en la sistematice deis Continenticola

En I'estudi ftlogenetic molecular deis Continenticola, capítol 1, vam inferir una serie

d'agrupacions que contradeien un bon nombre de taxons definits fins aquell moment

en base a la morfologia, i per tant proposávern la necessitat de fer una revisió de la

sistemática d'aquest grup (Fig. 11 esquerra). Aquests canvis, junt amb d'altres ja proposats

anteriorment, han estat recollits en la nova taxonomia deis Tricladida publicada recentment

(Sluys i col. 2009), basada sobretot en les nostres dades moleculars, donada la manca de

dades rnorfologlques. Un deis resultats més importants del capítol 1 és que es corrobora

definitivament que el grup gerrna de la família Geoplanidae és la família Dugesiidae, fet que
s'havia proposat anteriorment (Carranza i col. 1998a; b; Baguña i col. 2001; Baguña i Riutort

2004). En conseqüencia, les planáries terrestres ara estan incloses definitivament dins del

subordre Continenticola (Carranza i col. 1998b), la superfamília Geoplanoidea (Stimpson,
1857) i la família Geoplanidae (Stimpson, 1857)(Figura llB) de manera que s'elimina I'ús del

terme Terricola per denominar els tricládides terrestres, i aquests deixen de ser un subordre

per passar a ser una família. Aquest fet ha obligat a degradar un rang tots els seus táxons, alxl,
el que eren famílies han esdevingut subfamílies i aquestes, a part de patir reorganitzacions,
han esdevingut tribus, en algunes ocasions (Taula 3). A més d'aquest canvi substancial les

nostres ana lisis també van resultar en la necessitat de la reorganització interna d'alguns

grups de planaries terrestres. Un exemple de canvi a nivell de les agrupacions internes és

el fet que vam detectar que les dues subfamílies (Rhynchodeminae i Microplaninae) que

Taula 3. Comparació del grau filogenetíc deis diferents grups de planárles terrestres estudiats, abans i després
d'aquesta tesi.

Grup antic/nou Nivel! previ Nivel! actual*
Terricola I Geoplanidae
Bipaliidae / Bipaliinae
Geoplanidae I Geoplaninae
Rhynchodemidae / Rhynchodeminae

caenoPlaninaej CaenoplaniniMicro laninae Microplaninae

SubOrde
Família
Família
Família
Subfamília
Subfam[l!a

Família
Subfamília
Subfamília
Subfamília
Tribu
Subfamília
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constitu"ien la família Rhynchodemidae necessitaven una revisió morfológica i taxonómica

ja que no formaven un grup rnonoñletic (Figura llA), proposta recollida en el treball

d'Sluys i col·laboradors (2009) (Annex 3; Taula 3). Per tant, dins les planaries terrestres hi

trobem actualment les subfamílies Bipaliinae (Graff, 1896), Microplaninae (Pantin, 1953),

Rhynchodeminae (Graff, 1896) i Geoplaninae (Stimpson, 1857). Així també, dins de la

que ara és la subfamília Rhynchodeminae, s'inclouen 5 tribus, entre elles Rhynchodemini i

Caenoplanini, que en les nostres ana lisis apareixien sempre com a grups germans.

A

_ Ouge$�cIa.
_Terricolil

Continenticola

Figura 11. A: arbre resum de la filogen!a molecular deis tricladides (modificat d'Álvarez-Presas i col. 2008;
Capítoll), on els noms deis taxons segueixen la nomenclatura previa a Sluys i col. 2009 (Taula 3). B: esquema

filogenetic deis trlcládides segons Sluys i col. 2009.

La nova taxonomia proposada pero no recull totes les troballes del capítoll d'aquesta
tesi. En els arbres obtinguts algunes especies de dugesids s'agrupen amb les planaries
terrestres, el que podria representar un retorn a I'aigua dolca, Ball al 1981 ja havia denotat

que aquestes especies presentaven algunes peculiaritats a nivell morfológic. Dins d'aquest
grup "especial", el genere Romankenkius presenta adenodáctil, carácter que I'apropa a les

planaries terrestres, que solen tenir també aquesta estructura, tot i que no se'n coneix

gaire bé el seu origen i funció. L'agrupació de Romankenkius i Spathula amb Microplaninae

(Fig. llA) és difícil d'explicar, ja que a més de que es tracta de planaries amb requeriments
ecológics molt diferents, tenen distribucions completament separades (a la Fig. 12 es pot
veure la distribució deis generes de dugesids i a la Fig. 14 la deis geoplánids), que només

podrien explicar-se mltjancant un possible ancestre comú present a Gondwana. Per

tots aquests motius aquesta agrupació no s'ha tingut en compte en la nova taxonomia

proposada. Quedaria pendent incloure a l'análisi més taxons i sobretot més marcadors

moleculars, capaces de donar informació sobre canvis tan antics, per tal d'augmentar la

resolució deis arbres obtinguts i poder tenir una hipótesi clara sobre quina és la posició
filogenetica d'aquests generes. Un estudi morfol6gic detallat també seria interessant, ja
que si aquests organismes provenen de planaries terrestres, haurien de tenir algun carácter

o resta de carácter que els identifiqués com a tal, com per exemple restes de la sola ventral

característica de les planáries terrestres, o algun tipus de musculatura especial.
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En resurn, malgrat que no s'han pogut resoldre totes les qüestions plantejades d'inici

sobre la classiñcacló de les planáries, I'esquema actual és molt més ciar que fa uns anys.
A l'Annex 3 es pot veure la comparació deis dos esquemes taxonornics existents abans i

després de la nostra aportació a la filogenla deis trlcládides.

2.3.1 Canvis en la taxonomia d'alguns grups

Els grans grups que trobem a les filogenies moleculars de Geoplaninae (capítol
2) són congruents amb algunes agrupacions morfológiques fruit d'un estudi de Grau i

col·laboradors (Grau, 2010), encara no publicat i basat en algunes descripcions anteriors de

F. Carbayo (2003). Grácies a la comparació entre els resultats moleculars i aquests estudis

és possible avaluar quins són els caracters rnorfologics més informatius a l'hora de esbrinar

les relacions entre generes. A priori, sembla ser que alguns deis caracters més rellevants

són aquells que estan relacionats amb el tipus de musculatura i la disposició deis feixos

musculars, així com la distribució deis ulls i les fosses sensorials i el tipus de faringe. A

partir de la combinació deis resultats moleculars i les diagnosis rnorfologlques, i com ja es

proposa en el capítol 2, es descriuran noves especies i fins i tot nous generes que renovaran

la sistemática de la subfamília Geoplaninae, augmentant així la seva diversitat, i sobretot el

seu coneixement.

Pel que fa a Microplaninae, encara no s'ha pogut fer un estudi profund sobre la seva

ñlogenia interna (només disposem de representants del genere Microplana), pero sí que s'ha

vist que la seva taxonomia canviará en un futur, fruit de la incorporació de noves especies,
algunes d'elles trobades durant el curs d'aquesta tesi. No obstant alxó, aquesta subfamílla

esta lIuny de ser la més diversa en quant a generes i especies com és el cas de Geoplaninae,
ja que sembla presentar una variabilitat molt més monótona i redu'ida. El baix nombre de

generes pertanyents a la subfamílla Microplaninae contradiu la hipotesi d'una posició més

primitiva per al grup (Fig. 13B), donat que en general s'espera que un grup antic presenti
major diversitat (Losos i Glor, 2003). No obstant aixó, alguns deis seus trets rnorfológics, així

com la seva distribució cosmopolita (Fig. 14), recolzarien la seva condició més primitiva, que

pel moment, quedara com un altre interrogant i que comentarem a continuació.

2.4 Congruencia entre dades moleculars, morfológiques i de
distribució geografica

2.4.1 Els geopláníds i els dugésids són grups germans?
Les evidencies moleculars recolzen de forma molt clara I'agrupació de dugesids i

geoplánlds com a grups germans, en canvi es difícil trobar evidencies morfologiques que

donin suport a aquesta agrupa ció. L'únic tret comú entre planáries terrestres i dugesids
trobat per Carranza i col-laboradors (1998b), I'estructura de l'ull, podria no ser una
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sinapomorfia, ja que, segons Sluys i Kawakatsu (2006L també es dóna en moltes especies
de dendrocelids i fins i tot en alguns membres de la família Planariidae (Sluys i col. 2009).
Treballs de Falleni i col. (2006 i 2009) han descrit alguns caracters ultraestructurals de les

gonades femenines de diverses especies de planaries terrestres, com són la presencia de

rovell i la manca de granuls corticals als oócits, juntament amb l'existencia de globuls de

la closca de I'ou als vitel-lócits, que suggereixen una proximitat ñlogenetica major entre

les planaries terrestres i els dugesids, que no pas amb les planaries marines ni amb les

altres planaries d'aigua dolca (planarids i dendrocelids}. A més, aquest carácter no es traba

en altres planaries d'aigua dolca ni en planaries marines o altres platihelmints (Sluys i col.

2009L fet que recolzaria les evidencies moleculars.

_ Dugesio
_ Sclimidteo
_Girordio

=�t::,o
_ �eynold50n;o

RomankenkiU$
_Úlrtisio
_Curo

•

Figura 12. Mapa de distribució deis generes de la família Dugesiidae. Informació extreta de .b.1;tQJL
turbellaria.umaine.edu (incloent cites tant d'endemismes com d'introduccions).

2.4.2 Les planáries terrestres són monoñlétiques?
Un deis temes importants que concerneixen la filogenia deis Continenticola esta

relacionatamb la monofília de les planáriesterrestres, que nos'ha pogut recuperar rnitjancant
cap deis estudis moleculars que s'han fet fins al momento El nostre treball és sense dubte

el més complert en quant a nombre d'especies i grups inclosos en la filogenia, així com en

nombre de gens implicats. No obstant aixo, encara no esta ciar si les planáries terrestres
són un grup monofiletic o no. Les nostres dades semblen indicar que la resposta positiva
és la correcta, pero no podem oblidar que aquests resultats no han rebut mai un suport
molt elevat degut a un artefacte de les dades en I'arrelament de I'arbre. L'atracció del grup

extern cap a les branques Ilargues de diferents grups de planaries terrestres, en molts casos

impedia recuperar aquest com un grup monoñletic, Aquest problema pot estar relacionat

amb I'antiguitat del grup i amb una radiació, possiblement massa rápida, relacionada amb la
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colonització del medi terrestre. Sluys i col 2009 confirmen que existeixen tres sinapomorfies

rnorfológlques que recolzarien la monofília del grup, (definides pel mateix Sluys al 1989(a)):
la presencia de la sola ventral, el sistema nerviós diploneure i un tipus de musculatura molt

complexa a la faringe. Basant-nos en aixó, assumim la monofília deis geoplanids, a I'espera
de noves dades moleculars que aconsegueixin demostrar aquesta posició.

2.4.3 Quin grup de planáries terrestres és més antic?

D'acord amb els nostres resultats i tirant enrere en el temps, sembla ser que el que

va emprendre I'aventura terrestre hauria estat I'ancestre deis geoplanids (descendent
de I'ancestre comú de geoplanids i dugesids), acceptant les evidencies de que el grup és

rnonofiletic. Quin és el grup més proper a aquest possible ancestre deis que tenim en

I'actualitat és el que no queda del tot ciar, possiblement degut altre cop al problema de

I'arrelament.
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Figura 13. Esquema de la classificació de les planáríes terrestres (Geoplanidae) que inclou només els grups

que s'han estudiat en aquesta tesi, segons la nova nomenclatura proposada a Sluys i col. 2009 i sense incloure

Spathula i Romankenkius. A: Opció que contempla els Bipaliinae com a més basals. B: Microplaninae a la base

i agrupacions segons Marcus (1953) i Froehlich (1967) (amb nomenclatura antiga).

Un cop fora de I'aigua les nostres dades moleculars suggereixen que els Bipaliinae
serien el primer grup en apareixer (Fig. 13A), i posteriorment s'haurien separat els

Microplaninae i I'agrupacióformada perGeoplaninae i Rhynchodeminae (incloent els actuals

Rhynchodemini i Caenoplanini; Annex 3). El fet de tenir molts ulls marginals formats per una

cel-Iula pigmentada (Shirasawa i Makino 1981; Sluys 1989c), converteix els Bipaliinae en un

excepció dins deis geoplanids i ens podria ajudar a entendre aquesta posició més basal

del grup, ja que aquesta estructura és més propera a Maricola i Planariidae. Malgrat aíxo,

també es podria entendre I'estructura ocular de Bipaliinae com una perdua secundaria i no

com un carácter primitiu. Aixo, sumat amb la restringida distribució del grup (contraria al

que s'esperaria d'un grup taxonómíc més antic; Fig. 14) ens fa dubtar sobre la posició basal

de Bipaliinae. A més, no s'ha plantejat anteriorment que aquest grup pogués ser basal.
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Al contrari, Marcus (1953) i Froehlich (1967) suggeriren que la família Rhynchodemidae, i

especialment la subfamília Microplaninae, seria la més primitiva, basant-se en la distribució

biogeografica i les característiques rnorfológiques (petites especies de cos cilíndric i allargat,

arnb I'extrem anterior arrodonit o troncat, i amb un parell d'ulls disposats anteriorment).

D'altra banda, Bipaliidae i Geoplanidae serien derivats per ser geograficament més limitats.

Anteriorment, Froehlich (1955b) també havia proposat que els Microplaninae podien ser

basals dins de les planaries terrestres degut a la presencia d'un sistema nerviós en forma

de cordons, carácter que ell considerava més primitiu. Aquest estat de "primitivisme" seria

compatible amb I'agrupació de Microplaninae amb les planáries d'aigua dolca deis generes

Spatula i Romankenkius. Tot i aixó, no esta ciar que aquest tipus de sistema nerviós sigui un

carácter primitiu, ja que podria tractar-se d'una adaptació a la forma i mida del cos d'aquest

grup (com passa també dins d'alguns generes de Geoplaninae; capítol 2). Així dones, el

problema sobre quin és el grup més basal de planaries terrestres segueix obert, a I'espera
de noves dades que puguin pal·liar els efectes de la rápida radiació que va patir el grupo

kbneters
� Eudoxiaotoplanini � Pelmatoplanini � Anzoplanini � Microplaninae
� Rhynchodemini � Caenoplanini � Bipaliinae � Geoplaninae

..•

o

O

Figura 14. Distribució geográfica de les subfamílies i tribus de planarles terrestres, segons les dades més

recents, publicades a http://turbellaria.umaine.edu.

Es probable que I'origen deis dos grans grups (dugesids i geoplanids) sigui molt antic i

la radiació de les planáries terrestres rápida, cosa que s'observa en la curta longitud de les

branques basals en contrast amb les molt Ilargues branques terminals (arbres filogenétics.
capítoI1). Així dones, calen altres evidencies (altres gens, representants d'altres generes o

altres caracters morfológics) que facin possible determinar quina és la posició basal dins de

les olanárles terrestres.
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3 FILOGEOGRAFIA DE PLANÁRIES TERRESTRES

3. 1 Bose j ptanaries: una estreta relació

Les característiques ecologiques deis taxons són importants per entendre quina és la

seva historia evolutiva. Donada la seva dependencia del medi que habiten, degut a la manca

de mecanismes per controlar la humitat, els canvis en les comunitats de planáries terrestres
estan molt interrelacionats amb els boscos en els que es troben (els boscos humits). A la

Península es troben planaries terrestres tant a fagedes (Fig. 14A) com a boscos d'alzines

i roures, així com també a zones de vegetació de ribera (propia de les vores deis rius).
Sempre, pero, en zones humides i ombrívoles. Es solen trobar sota pedres, pero també sota

els troncs podrits i en comptades ocasions sota la fullaraca (possiblement, aquest és el "oc

on realment hi ha major nombre d'individus, pero també és el menys favorable per la cerca

d'aquests). A més, a excepció de les especies exotiques, les planaries de la Península són

sensibles a I'estat de conservació de l'hábitat en el que es troben, i és difícil trobar-Ies en

zones humanitzades (tot i que se n'han trobat en arees de picnic o els voltants d'alguna casa

enmig del bosc). Per contra, a les planaries brasileres no és infreqüent trobar algunes especies
generalistes als voltants de les cases o en nuclis urbans (fins i tot prop deis contenidors

de la ciutat de Sao Paulo (Cláudia Olivares, comunicació personal)). Malgrat aixó, que són

excepcions, els geoplanids brasilers es troben a boscos semicaducifolis i ornbrofils densos

(Fig. 14B), mostrant especial preferencia pels territoris coberts d'Araucaria (Fig. 14C), de

manera que també són molt dependents deis boscos que habiten.

A B e

Figura 14. Imatges deis bascas on es traben de forma preferent les planáries terrestres. A: base d'Araucaria
del sud de Brasil (Floresta Nacional de Sao Francisco de Paula); B: base ombrívol dens de l'estat de Santa

Catarina (Paulo Lopes); C: fageda típica de la Península lberica (Astúries).

Aquesta connexió bosc-planária, més el fet que són organismes especialistes, fan de

les planáries un marcador biológic molt útil per detectar canvis en la distribució histórica

deis boscoso L'estreta relació de les planáries terrestres amb els boscos queda molt ben

reflectida al capítol 5 d'aquesta tesi, on es veu com la historia evolutiva de les planaries
de la Península ibérica ha seguit fidelment la historia del bosc humit. Aquesta situació ens
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dóna més confianca a I'hora d'assegurar que la presencia de planáries terrestres al Bosc

Atl�¡ntic és una clara indicació de la presencia del bosc.

Per altra banda, les planáries terrestres són animals amb baixa capacitat de dispersió.

Aquesta característica probablement ha contrlbult en la generació del patró d'a"illament per

distancia que s'observa sobretot a les poblacions de C. bergi al lIarg del Bosc Atlántíc, i en

concret a les de més al sud (S-SAF), així com també a les poblacions de M. terrestris de

I'oest de la Península lberica. La baixa capacitat dispersiva es deu tant a la seva dependencia
del bosc (ja que si no hi ha bosc, no poden passar) com a la manca de formes resistents.

Probablement aquests característiques junt amb la seva mida petita fan que no requereixin
una superficie massa gran per mantenir les seves poblacions, de manera que poden persistir
en refugis arllats, de mida massa petita per als vertebrats (Garrick i col. 2007; Casu i col.

2011). De fet, tots els resultats obtinguts en aquesta tesi són els que esperaríem trobar

en especies amb poca mobilitat de regions ecologlcarnent estables, sobretot en el cas del

Brasil.

3.2 L'origen de les poblacions brasileres és molt antic

La gran variació genética, tant dins com entre poblacions, que trobem a C. bergi, així
com els nodes profunds de les filogenles inferides, indiquen que I'origen de la diversitat de

les poblacions d'aquesta especie és molt antic. El fet que l'ITS-1 presenti el mateix patró
d'estructuració que COI a les poblacions brasileres també és un signe d'estabilitat a lIarg
termini i d'antiguitat. Finalment, la datació de la diversificació de les poblacions en fa uns

10 milions d'anys i deis tres grans grups (N-SAF, C-SAF i S-SAF) en fa uns 8 (Fig. SS, capítol
4), és una edat molt anterior al Plistoce. De fet, aquesta datació ja situaria les planáries
en el bosc ancestral de I'actual Amazones i el Bosc Atlantíc que cobria la regió, i permetria
explicar aquestes primeres grans divisions per esdeveniments geológics.

Així, I'origen de la diversitat actual d'alguns organismes (incloses les planaries
terrestres), és tan antic que una de les hipótesis més influents sobre I'origen de la diversitat

Neotropical, la hipotesi deis Refugis del Plistoce (Haffer, 1969; Vanzolini i Williams, 1970),
no pot explicar la majoria deis esdeveniments d'especiació ja que moltes de les especies es

van originar abans que comencessin els cicles glacials del Quaternari (Hewitt, 1996; Taberlet
i col. 1998; Hewitt, 1999; Costa, 2003, Rull, 2008; Hoorn i col. 2010).

3.3 Estructura genética de les poblacions de planóries terrestres
brasileres
l'anállsl genetico-poblacional realitzada en aquesta tesi mostra que les poblacions de
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planáries terrestres del sud del Bosc Atlantic brasiler (SAF) tenen una elevada estructuraeió

genética. De fet, detectem tant uns alts nivells de diversitat genética (dins i entre

poblacions), com una alta estructuració genetíca (inter- i intrapoblacional) i fins i tot la

petjada molecular de I'a"illament per distancia. La comparació deIs nostres resultats amb els

de Sunnucks i col. (2006), basats en dades de planárles terrestres australianes, revela que,

tot i utilitzant els mateixos organismes, C. bergi presenta valors molt més alts de variabilitat

genetica. A més, no vam detectar signes d'expansió poblacional (sobretot al sud). El fet de

no trobar I'empremta característica de colonitzacions recents contradiu resultats anteriors,
alguns basats en models paleoclirnátics, que prediuen una alta inestabilitat a SAF (Carnaval i

Moritz, 2008) amb una possible recolonització des deIs territoris de més al nord. Els resultats

obtinguts amb planarles impliquen la presencia de boscos de manera relativament continua

a les regions del sud del Bosc Atlántic. Les nostres dades, per tant, donen suport a les

conclusions derivades d'estudis on s'ha observat un nombre elevat d'especies enderniques
precisament a les regions del sud (Costa i col. 2000; Pinto-da-Rocha i col. 2005). Una possible

explicació per la inexactitud de les prediccions deIs models paleoclimátics podria residir en

que les dades de precipitació i clima antics no tenen gaire precisió. A més, és possible que

aquests dos pararnetres no siguin suficients per predir correctament la presencia del bose

humit: de fet hi ha altres factors que també poden afectar la biota.

3.4 Historia evolutiva de les poblacions brasileres
Els resultats de les aná lisis de coalescencia i deIs models d'ABC globals i individuals,

suggereixen que la historia evolutiva del Bosc Atlántic ha sigut modelada per I'aeeió de

diversos mecanismes. De fet, una de les conclusions més importants que es poden extreure

de tots els treballs filogeograñcs realitzats al Bosc Atlantíc és que la historia evolutiva de

la zona ha estat molt complexa, i que un sol mecanisme evolutiu no és capac d'expliear els

patrons de variació que es puguin trobar al nord, al centre i al sud de la regió (Fitzpatriek i

col. 2009). En una regió geograñcarnent tan diversa és poc probable que una única explicació
basada en els refugis forestals, o les barreres geologiques pugui explicar la historia evolutiva

d'aquesta regió (Thomé i col. 2010). En el nostre cas, els nostres resultats permeten

hipotetitzar el següent escenari evolutiu: I'ancestre comú de totes les poblacions de C. bergi
seria molt antic ("'13 milions d'anys) i es podia trobar dlstrlbult al IIarg de tot el Bosc Atlantíc.

La primera Iimitació al flux gente que va patir aquesta població ancestral (entre CAF i SAF,

"'10 milions d'anys) podria correspondre a una barrera geográfica antiga, com I'orogenesi
del Riu Doce. Aquesta barrera al flux genic també es detecta en altres organismes, com

per exemple ocells (Cabanne i col. 2008), mamífers (Costa i col. 2000) i papallones (Brown,

2005). Així dones, les diferencies en el patró de variació entre la població de més al nord

(Ol-AR), que es troba dins de CAF (Fig. 15) i la resta, tindria el seu origen a la Iimitació al flux

genic imposat per aquesta barrera geográfica.
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L'empremta filogenetica ens ha servit per dividir el SAF en tres grans regions

geografiques (N-SAF, C-SAF o S-SAF) (Fig. 2, capítoI4). Probablement aquesta divisió del SAF

es podria explicar també per la presencia de barreres geografiques (Fig. 15). La divisió entre

N-SAF i C-SAF no té una barrera geológica clara, tot i que a la zona de contacte s'hi troben

un gran nombre de discontinuitats que historicarnent poden haver limitat el flux genic entre

poblacions d'organismes. Per exemple, entre les poblacions 10-58 i 13-EC hi ha situada la

zona de falla de Campo do Meio (4 en la Fig. 15) i la conca del riu Sao Francisco (5 en la Fig.

15), que van poder tenir influencia en la separació d'aquestes regions. La divisió entre C-SAF

i S-SAF és més clara, dones coincideix amb la situació dellineament de Guapiara (1, Fig. 15),

que es troba entre les poblacions 22-PI i 25-SL.

/

N-SAF

C-SAF

S-SAF

lOO 200

Figura 15. Principals barreres geografiques presents a la regió del Bosc Atlantic basant-se en Thomé i col.
2010. 1: Lineament de Guapiara; 2: zona de cisallament de Cubatáo: 3: discontinu"itat del riu Paraiba do Sul;
4: zona de falla de Campo do Meio; 5: discontinu"itat superior del riu Sao Francisco; 6: falla de Caratinga. CAF:
Bose Atlantic central; SAF: Bosc Atlantic sud; N-SAF: nord del Bosc Atlantic sud; C-SAF: centre del Bosc Atlantic

sud; S-SAF: sud del Bosc Atlántic sud. L'ombrejat blau cel correspon a la predicció de bosc segons Carnaval i
Moritz (2008) fa 21,000 anys segons els models més restrictius.

És interessant destacar que les tres regions del SAF han tingut histories evolutives

diferents. Així, les poblacions de més al nord (N-SAF) presenten característiques més

compatibles amb les prediccions deis models paleoclimátics de Carnaval i Moritz (2008). Es
tractaria dones d'una regió de clima més estable, majoritáriarnent coberta per boscos i amb

pocs efectes de les glaciacions del Plistoce. Segons els resultats deis models d'A8C (Fig. 16)
no hi ha evidencies ciares ni d'una expansió poblacional ni d'estructuració genética deguda
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a possibles contactes secundaris.

Probabílítats Pasteríors

al·AR I),H!) D7-5O lO-SB IHC .e.ee t�PC 22-f11 z.s..st Ur51 ]1-5r
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Figura 16. Comparació de les probabilitats posteriors deis tres models testats a cada població de forma
individual (SNM -model neutre estandard- en blau; BOT -model de coll d'ampolla- en vermell; REF -rnodel de

dos refugis- en groc).

Les característiques genetíques de C-SAF també suggereixen que aquesta regió ha

estat coberta (com a mínim parcialment) per bosc durant un període prolongat de temps.

Un cas singular dins d'aquesta regió és el de la població 19-PC, que mereix una menció

especial (secció 1.4.1.). A més, a les poblacions de C-SAF (13-EC, 16-BB, 19-PC i 22-PI, Fig.

15) s'observa un patró d'agrupació filogenetica segons la proximitat de les poblacions al

mar. S'agrupen per una banda 13-EC i 22-PI (amb una posició geográfica més interior) i per

I'altre 16-BB i 19-PC (més costaneres). Aixó es podria explicar per la presencia de barreres

físiques que impedeixen el flux genic entre les poblacions més costaneres i les més interiors.

La discontinuitat de Cubatáo (2, Fig. 15) podria ser una d'aquestes barreres, ja que separa

clarament les poblacions de I'interior de les més properes a la costa. A més, la subdivisió

de C-SAF en dos grups pot estar relacionada amb la formació de la vall del Riu Paraíba do

Sul (3, Fig. 15), que va cornencar fa uns 15 milions d'anys (Petri i Fúlfaro, 1983; d'Horta i col.

2011). Aquesta va donar Iloc a dues de les grans cadenes muntanyenques del Bosc Atlantíc

(Serra do Mar i Serra da Mantiqueira). En els anys posteriors a la seva formació ha tingut

efectes importants en les distribucions de diferents organismes, com algunes aus (d'Horta
i col. 2011) o Geoplana goetschi sensu Marcus (Annex capítol 4). D'altra banda, la població
25-SL (S-SAF) presenta alguns individus més propers a 16-BB i 19-PC, totes elles costaneres.

A les zones intermedies entre la població 25-SL i les de més al nord en I'actualitat no hi

ha bosc conservat perqué és una regió molt afectada per I'antropogenització, i per tant

no han pogut ser mostrejades. Possiblement existia una contínuitat entre les poblacions
costaneres, aquestes poblacions intermedies (extingides en I'actualitat) presentarien una

variabilitat semblant a la de la població 25-SL i la resta, que explicarien les semblances
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que s'observen actualment entre les poblacions 25-SL i 16-BB i 19-PC, separades per molts

kilometres de distancia. Així, a C-SAF sembla que la influencia deis canvis en el nivell del

mar i la proximitat a la costa va ser més forta que a les altres regions (N-SAF i S-SAF).

La historia evolutiva de S-SAF ha estat més complexa. Els nostres resultats indiquen

que aquesta regió no ha estat colonitzada recentment per les planaries terrestres. En

conseqüencia, ha hagut d'estar coberta per boscos, com a mínim en fragments des de fa

molt de temps. En aquest cas, tots els nostres resultats mostren una gran estructuració

ganetíca, fet que concorda amb Thomé i col. (2010), que basant-se en dades de gripaus, van

detectar un possible refugi a Rio Grande do Sul, que podria haver estat una de les fonts de

la diversitat que actualment es detecta al S-SAF. A més, I'estructura genética observada a les

poblacions de S-SAF no és compatible amb un model d'equilibri neutral (SNM) (Fig. 16). Per

contra, aquesta estructuració pot ser la marca molecular d'un procés en el que en el passat

els organismes haguessin estat separats en fragments petits de bosc. De fet en aquestes

poblacions el millor model d'ABC és el de refugi, on les poblacions actuals correspondrien
a la barreja d'individus procedents de diferents refugis d'una mateixa área geográfica
(contactes secundaris). Les nostres análisis indiquen que aquests contactes secundaris han

de ser relativament recents, de I'ordre de milers d'anys, i podrien correspondre amb el

final de I'últim període glacial (ocorregut entre fa 23.000 i 12.000 anys; Ledru i col. 2009),
quan els habltats tropicals es van desplacer i expandir cap a latituds majors (Behling, 1995;
Behling i Negrelle 2001; Bauermann, 2003; d'Horta i col. 2011).

3.4.1 El cas particular de les poblacions d'Augusto Ruschi (01-AR) i
Praia de Cambury (19-PC)

Les poblacions 01-AR i 19-PC presenten unes particularitats que mereixen ser

comentades. La població 01-AR es troba al nord del corredor de Serra do Mar (a I'estat

d'Espíritu Santo) dins del que Cabanne i col. (2008) consideren el centre del Bosc Atlántic

(CAF). La presencia d'un bosc més antic en aquesta regió demostrada prevíarnent (Carnaval
i Moritz, 2008; Carnaval i col. 2009), podria explicar I'alt nivell de diversitat nucleotídica

que es troba en aquesta unitat de conservació, encara que també podria representar un

contacte secundari recent entre poblacions molt diferents genetícament. Probablement

aquesta població sigui més propera geneticarnent a altres poblacions no mostrejades
situades més al nord de CAF. Aquest podria ser un deis motius pels quals observem una

diferencia tan notoria respecte la resta de poblacions de C. bergi. Un altre factor que podria
estar influint en la forta diferenciació de la població 01-AR és el canvi en el clima i I'augment
de pluges que hi ha a I'estat d'ES respecte al nord de RJ (Oliveira-Filho i Fontes, 2000), i

que estaria condicionant el tipus de bosc que s'hi troba, més favorable per les planáries
terrestres. L:'elevada variabilitat nucleotídica que es troba a la població 01-AR, juntament
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amb algun polimorfisme rnorfologic existent (F. Carbayo, comunicació personal), podria
indicar que ens trobem davant d'un cas d'especiació incipient, pero caldrien més dades per

confirmar-ho.

La població 19-PC també presenta dos clades ñlogenetics molt divergents (Fig. 2A i 2B

del capítol 4): un que s'agrupa amb el conjunt de les poblacions del centre (C-SAF) i I'altre

amb les del nord (N-SAF). Durant el Pllstoce i l'Holoce la costa d'America del Sud va patir

transgressions marines degudes básicarnent als canvis cllrnátics i les f1uctuacions del nivel!

del mar (Suguio i col. 1985; Ribeiro, 2006). Tots aquests moviments poden haver afectat

la composició de la població 19-PC (com s'ha proposat per altres organismes; Suguio i

Martin, 1978), que pel que sembla, ha tingut una historia molt complexa, influTda per molts

altres aspectes. Un signe d'aixó és que cap deis models assajats amb ABC és suficientment

probable encara que el de refugi presenta les probabilitat posterior més alta (Fig.16).
Aquesta població i la 16-BB són molt properes a zones humanitzades, per tant, existeix la

possibilitat que els individus de les dues localitats s'hagi barrejat en algun moment, fet que

donaria IIoc a les relacions que trobem avui (correspondria també, per tant, a un contacte

secundari).

3.4.2 Comparació de dues especies en un mateix territori

El patró de distribució de diferents especies també ens pot ajudar a explicar la

historia evolutiva. De fet, al comparar diferents especies pertanyents a les mateixes

poblacions del Bosc Atlantic brasiler (Annex capítol 4), no observem patrons generals. Les

especies tenen diferents requeriments ecológlcs, cosa que limita les seves distribucions de

manera diferenciada. Una prova d'alxo és que hi ha poblacions dins del rang de distribució

de C. bergi on no s'ha trobat aquesta especie i en canvi sí que existeix G. goetschi sensu

Marcus, per exemple. t'esforc de mostreig ha estat el mateix per totes les especies, per
tant, podem estar segurs que si no s'ha trobat és perqué no n'hi ha o que esta present a

una densitat molt més baixa. Fins i tot entre especies amb requeriments ecológics similars,
mateixa distribució actual i nivells de dispersió semblants, poden tenir diferents histories

evolutives, particularment en ambients geológicarnent dlnárnlcs (Marske i col. 2011). Així

dones, no és d'estranyar trobar resultats desiguals entre especies. La futura cerca d'altres

especies, amb distribucions solapades a les de C. bergi o G. goetschi, ens perrnetra realitzar

ana lisis comparatives que ens podran donar una visió més global sobre la historia evolutiva

i demográfica del Bosc Atlántíc brasiler.

3.5 Patrons j nivetls de voriobitítat a les ptanories ibériques
L'origen de la diversitat a les poblacions de la Península no sembla tan antic com el de
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les especies Brasileres. Tant pel gen mitocondrial com pel nuclear presenten uns nivells

de variabilitat molt més semblants als de les planáries australianes (Sunnucks i col. 2006)

i als d'altres organismes, com poblacions de planáries d'aigua dolca (Lázaro i col. 2009) o

algunes especies de Drosophila (Baffi i Ceron, 2002). A més, les planáries terrestres lberiques

presenten signes d'expansió poblacional relativament recent (malgrat que els resultats no

sempre són significatius). Tots aquests fets són compatibles amb una major influencia de

les glaciacions en els patrons de diversitat observats en aquestes poblacions que a les del

Brasil. En el cas d'Europa, es parla de tres focus de refugi, situats a les penínsules lberica,

ltálica i deis Balcans (Hewitt, 1996; 2000; Rodríguez-Sánchez i col. 2011). Els microrefugis
iberics poden haver estat reservoris de diversitat durant les glaciacions i explicar part de la

variabilitat genética que trobem actualment en els boscoso

La majoria deis treballs filogeográñcs que s'han fet amb especies d'arbres de

boscos humits de la Península lberlca presenten una distribució deis haplotips equivalent,
amb dos Ilinatges (com a mínim) ben separats a I'est i I'oest de la Península (Fig. 17). La

correspondencia deis haplotips mitocondrials de les poblacions de M. terrestris amb els

refugis de faig i roure (Magri, 2008; Petit i col. 2002) podria indicar la presencia d'aquesta

especie en els fragments romanents de bosc durant les últimes glaciacions. Si aixo hagués
estat així, les planáries haurien seguit les posteriors expansions del bosc després del desglac.

I�I

Figura 17. A I'esquerra, imatge modificada de Petit i col. 2005 (a Rodríguez-Sánchez i col. 2010) amb un

esquema sobre la dispersió post-glacial de I'alzina (Quercus ilex). A la dreta, imatge modificada d'Olalde i col.

2002 on es mostra la distribució d'haplotips de roure de la Península lberica.

Una de les poblacions que millor reflexa la presencia de refugis al nord peninsular
és la de Navarra, on s'observa una alta variabilitat, quedant separada de la resta de les

poblacions de I'oest. La poca capacitat de mobilitat de les planaries confinades al refugi
deis Pirineus explicaria que s'haguessin mantingut a"illades durant un període més Ilarg que
la resta. Altres organismes també presenten poblacions diferenciades en els Pirineus, fet

relacionat amb la historia de les glaciacions (com per exemple la processionária deis pins;
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Rousselet i col. 2010). Un exemple paral·lel al de Microplana és el deis cargols terrestres

(Vialatte i col. 2008), amb requeriments ecológlcs similars als de les planaries terrestres. Per
aquests animals es va inferir l'exístencla de refugis a Cantábria, Picos d'Europa i els Pirineus.
Durant els períodes interglacials les poblacions d'Astúries van patir una expansió ráplda cap
al nord amb I'expansió deis boscos de roure. A l'hora, les poblacions deis Pirineus quedaven
confinades als refugis glacials, com possiblement ha passat amb les planárles.

Igual que a Brasil, a Europa també hi ha evidencies de moviments tectónics ocorreguts
durant el Terciari. Les diferencies entre est i oest que es troben tant en poblacions de planarlss
com en poblacions d'arbres, com I'alzina surera (Quercus suber; Magri i col. 2007), es poden
atribuir a moviments antics de trencament tectónic [Oligoce o Mioce}, A rnés, possiblement
el procés de vicarianca generat per aquests moviments és el que ha generat les semblanees

que es troben entre els roures de I'est iberic i els genotips de Franca, Corsega, Italia i Algería
(Petit i col. 2002), que pot haver afectat també les poblacions de planarles terrestres. Per

aquest motiu és interessant, com es proposa al capítol S, determinar el grau de variabilitat

i sernblanca d'aquestes poblacions, així com de les del nord d'Europa i la Gran Bretanya,
per tal de confirmar si els patrons de dispersió i vlcarianca de les poblacions de planáries
segueixen en tots els casos els trobats en els boscoso

3.6. Implicacions per la conservació

Tots els nostres resultats, tant al Brasil com a la Península, denoten la clara necessitat

de conservar els boscos on es troben els nostres individus model: les planarles terrestres.

És difícil conservar una regió geográfica si no es coneix la seva biodiversitat. Per aíxo, cal

fer més inventaris per prendre consciencia de quines són les zones més diverses i alhora

més amenacades, i per tant, necessitant més plans de conservació. Un alt nivell de variació

intraespecífica, com el que trobem a C. berqi, s'ha de tenir en consideració pels esforcos
de conservació (Matolweni i col. 2000; Hughes i col. 2005). Grácies al coneixement deis

requeriments ecológlcs i de I'alta dependencia del seu hábitat que presenten les planáries
terrestres, hem pogut determinar arees que hlstóricarnent han estat cobertes de bose. Per

tant, aquestes árees del sud del Bosc Atlántíc, a les que no s'havia donat gaire atenció, són

també un gran reservori de biodiversitat (Fitzpatrick i col. 2009). Així dones, seria neeessari

I'allargament del corredor de Serra do Mar cap a latituds més altes per recuperar la connexió

entre arees que actualment es troben alllades.

Probablement el futur escalfament global intensificara el moviment del Bosc Atlantic

cap a zones de més altitud o latitud (com ja va ocórrer en el passat) i reduirá l'área coberta

per bosc a la Serra dos órgños (07-50) i altres serralades del SE de Brasil (Behling i Safford,
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2010). Els canvis que s'estan donant en I'actualitat a nivell global són molt més rápids que

els es van donar durant les eres glacials. Els organismes, en general, tenen una capacitat

limitada d'adaptació al canvi; si el esser huma redueix drásticament els seus hábítats, sera

impossible que es mantingui en un futur proper la biodiversitat actual.
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CONCLUSIONS

1. La concatenació deis gens 185 rDNA, 285 rDNA i COI és resolutiva per inferir la

fílogenia interna deis tricládides i de la subfamília Geoplaninae (on també ho és el

gen EF-1a). Malgrat alxó, cap deis gens utilitzats és resolutiu de forma individual.

2. Alguns deis nous marcadors provats per resoldre la filogenia deis trlcládides a nivell

de família, subfamília i genere no han pogut esser utilitzats, ja sigui per problemes
d'amplificació (Histona H3, ATPasa-alpha o 125) o per un un exces de variabilitat

(165).

3. Les dades moleculars han perrnes resoldre les relacions ñlogenetíques internes dins

de geoplanids (planaríes terrestres) i dugesids. Les agrupacions obtingudes en alguns
casos no es corresponen amb els taxons definits en base a dades rnorfológlques.
Aquests resultats, junt amb resultats moleculars previs, han donat IIoc a una amplia
revisió taxonómica de Tricladida.

4. Dins de la família Dugesiidae, els generes Girardia i Neppia són els més basals, i

els generes Schmidtea i Dugesia són grups germans. D'altra banda, encara que les

dades moleculars indiquen que la família Bipaliidae és la que apareix en posició més

basal, aquesta posició no s'ha pogut confirmar amb seguretat. Aquesta manca de

resolució pot ser deguda a la rápida radiació que va patir aquest grup en el pas al

medi terrestre.

5. La radiació de les planaries terrestres genera també un artefacte en I'arrelament deis

arbres en les anallsis ñlogenetíques de Geoplanoidea (Dugesiidae i Geoplanidae).
Aquest fet podria explicar la manca de resolució en la determinació del carácter

rnonoñletíc de les planaries terrestres i de Dugesiidae.

6. En la filogenia de Geoplaninae, es recuperen diversos grups amb un alt suport,

alguns d'ells a més refermats per trets rnorfológlcs, com I'agrupació deis c1ades PEX

o LIS, entre d'altres. A rnés, I'estat monoñletic d'alguns taxons, descrits en base a

trets morfológics, es confirma amb les dades moleculars. Malgrat aixó, les relacions
a nivell basal no han quedat prou resoltes.
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7. La filogenla molecular de Geoplaninae també ha desvetllat que cal una revisió

taxonómica del grup, on hi ha generes i especies per descriure de novo i d'altres,
com Geoplana, que necessiten una redescripció.

8. Les planáries terrestres, invertebrats amb baixa capacitat de dispersió, depredadors
especia listes i amb alta dependencia deis boscos, constitueixen un bon model per a

estudis filogeográñcs a petita escala geográfica.

9. Les poblacions de planáries brasileres presenten alts nivells de diversitat nucleotídica
amb un orígen molt antic, que es remunta possiblement al Mioce. A més, presenten

patrons d'estructuració significatius dins i entre poblacions, i I'emprenta molecular

de l'aYllament per distancia.

10. Els patrons de diversitat observats a Cephaloflexa bergi no es poden explicar com a

conseqüencla d'un únic escenari evolutiu global, sinó que han estat formats per la

interacció de complexos processos geológlcs i evolutius.

11. t'análisi ñlogeográfica al sud del Bosc Atlántíc (SAF) indica que han existit regions
cobertes de bosc durant un període lIarg de temps, com a mínim en forma de

refugis, que els models paleoclimátics han estat Incapaces de predir.

12. Les poblacions de Microplana terrestris de la Península Ibérica presenten un nivell

de variabilitat nucleotídica menor que les poblacions brasiletes, amb un patró de

variabilitat i evolució probablement lIigat a les glaciacions del Plistoce.

13. Les planárles iberlques es troben estructurades en dos clades diferenciats a est i

oest, que podrien tenir el seu origen en els desplacarnents deis boscos durant els

cicles glacials.
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ANNEX I

METODES D'INFERENCIA FILOGENETICAA PARTIR DE
DADES MOLECULARS

1. Metodes basats en distancies

Els primers metodes d'inferencia filogenetica aplicats a les dades moleculars es

basaven en la distancia genética entre les seqüencles. Per estimar aquesta distancia, el

nombre de canvis observats entre dues seqüencles es corregeix aplicant un model evolutiu.

Existeixen molts models i cadascun assigna diferents probabilitats a cada tipus de canvi

nucleotídic depenent de les assumpcions prevíes del model.

El model de Jukes i Cantor (1969) és un deis més utilitzats i assumeix que la probabilitat
de substitució d'un nucleótid per un altre és la mateixa per tots els casos. Més tard es va

veure que les transicions són més freqüents que les transversions, assumpció que esta a la

base del model de Klmura-z-parárnetres (1980). De cada model evolutiu se'n pot deduir

una correcció matemática amb la que podem estimar el nombre de canvis real entre dues

seqüencies a partir deis canvis observats.

Comparant les seqüencles 2 a 2 i aplicant aquesta correcció obtenim la matriu de

distancies. Existeixen diferents rnetodes de reconstrucció d'arbres a partir de la matriu de

distancies i el Neighbor-joining (NJ) és un deis més populars. El rnetode de NJ (Saitou i

Nei, 1987) agrupa les seqüencles de forma que l'arbre resultant minimitza la distancia total

de I'arbre. En I'arbre representat, la longitud de les branques en general representa les

distancies genetiques.
L'avantatge deis rnetodes que fan servir distancies és que són molt rapids i que donen

com a resultat un únic arbre. No obstant aixó, recentment s'han desenvolupat metodes

estadístics, com la Máxima Versemblanca o la Inferencia Bayesiana, que també apliquen
models evolutius en la inferencia i aprofiten millor la informació continguda a les dades.

2. Maxima Parsimonia

La Maxima Parsimonia (MP) és un rnetode d'lnferencia que prové de les ñlogenles

morfologiques i es basa en el criteri c1adístic (proposat per W. Hennig). En moltes ocasions,

aquest metode assumeix que sabem quin és l'estat primitiu i quin el derivat de cada carácter

(tot i que en dades moleculars alxo no és possible) i que els caracters derivats compartits són

una evidencia de l'exlstencla d'un grup monoñletic (definit per sinapomorfies). Implica que

I'estat derivat ha aparegut només un cop (és a dír, que no existeix hornoplasla) i que no es

pot tornar d'un estat derivat a I'ancestral. A la practica, i en les dades moleculars en concret,
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aquestes assumpcions no sempre són certes. En MP per a cadascun deis arbres possibles
relacionant els OTUs es calcula el nombre mínim de passes (canvis d'estat de carácter) que

explica els estats de carácter observats a la matriu (I'alineament). Aquest procés es repeteix

per cadascun deis carácters (posicions de I'alineament) i es selecciona aquell/s arbre/s que

requereix/en el mínim nombre de passes (canvis d'estat). En cas d'obtenir més d'un arbre es

sol representar I'arbre consenso En els arbres de MP en general, la longitud de les branques
no representa ni el temps evolutiu ni els canvis d'estat.

Alguns deis desavantatges de la MP són que és computacionalment costosa, que les

dades moleculars poden ser molt homoplásiques i que la manca d'ús de models evolutius

I'exposa a la possibilitat de ser molt inconsistent sota determinats fenornens evolutius

(taxes diferents entre lIinatges o entre posicions). També s'ha criticat deis rnetodes de

parsimonia I'ús poc eficient de la informació nucleotídica, ja que les posicions nucleotídiques
informatives (criteri de parsimonia) representen només una fracció de totes les posicions
variables.

Fins fa poc temps la MP era I'únic rnetode que permetia estudiar alhora caracters

rnorfológlcs i moleculars, pero actualment també és possible fer-ho rnitjancant la inferencia

bayesiana.

3. Max;ma versembianca
La Maxima Versemblan�a (MV), proposada per Felsenstein al 1981, fa servir els

mateixos models evolutius que els rnetodes de distancies. La MV estima la probabilitat
de que un alineament (les dades) hagi estat el resultat d'un model i una determinada

historia evolutives i selecciona I'arbre que té la major probabilitat de donar lIoc a les nostres

dades. Per fer-ho, es calcula la probabilitat d'obtenir les dades observades (I'alineament
de seqüencles) posició per posició, sota un determinat model evolutiu (probabilitats
de canvi nucleotídic, freqüencies nucleotídiques, etc.) i per cadascun de tots els arbres

(topologies) possibles, triant aquell que presenta una probabilitat més alta pel total de
les posicions. Normalment, a I'hora que s'infereix la topología, també s'estima la longitud
de les branques (proporcional als canvis acumulats) i els valors deis parárnetres del model

evolutiu. O'aquesta manera aquesta metodologia no sois ens permet deduir les relacions

filogenetiques entre OTUs, sinó que arnés ens dona informació sobre el procés evolutiu

que ha generat les seqüencles comparades.
Al ser un rnetode amb base estadística, la MV és molt flexible i permet la fácil

aplicació de tests estadístics. L'ús de models evolutius complexes i la possibilitat de tractar
de forma diferent les regions del ONA depenent de la seva variabilitat, permetent que

s'adapti a práctícarnent qualsevol tipus de dades complexes. Pero alxo també vol dir que

a I'haver d'explorar més possibilitats, també es necessita molt de temps per inferir una
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filogenla. Un model més complex per explicar I'evolució ha de calcular més parárnetres, que
s'estimen a partir de les dades (per tant, s'incrementa la incertesa). Models més complexes
poden explicarmillor les nostres dades, pero quants més parárnetres incorporem a l'análisl,
incrementem el temps computacional i la taxa d'error, per aixó és important triar el model

adequat a les nostres dades, sense escollir-ne un de més complex per defecte. Per altra

banda, la impossibilitat computacional d'analitzar totes les topologies possibles, fa que

els diferents algoritmes utilitzats en la reconstrucció (segons els programes que es facin

servir) presentin diferents estrategies per cercar d'entre totes les possibles la topologia
més probable sense haver d'avaluar-Ies totes. Aquest fet condiciona els arbres deis quals es

calculara la probabilitat, cosa que pot variar l'eñciencla i l'eficácia deis diferents programes.

4. Inferencia Bayesiana
La inferencia Bayesiana és el rnetode més recent que, igual que la MV, es basa en

les probabilitats derivades d'un model evolutiu, pero a diferencia d'aquella, s'analitzen les

dades mltjancant el concepte de probabilitat posterior enunciada al Teorema de Bayes.
El valor optimitzat és la probabilitat de I'arbre donades les dades observades i el model

evolutiu escollit (probabilitat condicionada). Els primers a utilitzar la inferencia bayesiana
foren Rannala i Yang al 1996. L'aplicació de determinats algoritmes rnaternátícs (com
l'anállsi per cadenes de Markov) el converteix en un rnetode rapld i eficient. L'arbre amb la

major probabilitat a posteriori sera la millor estima de la filogenla. Grácies a les cadenes de

Markov (MCMC) és possible cercar a I'atzar dins de I'espai d'arbres i anar-Ios desant segons

un criteri establert. L'algoritme de MCMC funciona de manera que rnitjancant un metode

estocástic es proposa un nou estat per la cadena (aquest pot ser un nou arbre o uns nous

valors pels parárnetres del model evolutiu), el nou estat es guarda amb una certa probabilitat
d'acceptació. Aquesta és d'l si el nou estat és millor que I'anterior i, en cas de ser pitjor,
la probabilitat d'acceptació és proporcional a la diferencia que existe ix entre els dos estats

(ttndra moltes probabilitats de ser acceptat si no és gaire pitjor que I'anterior i poques si ho

és molt). Aquest procés es reitera milers o milions de vegades de manera que les cadenes

mostregen I'espai d'arbres d'una forma molt eficient, i a partir de cert moment tots els

arbres i parárnetres proposats es trobaran dins de la regió amb una probabilitat posterior
més elevada de tot I'espai d'arbres. Direm lIavors que la cadena ha assollt I'estabilitatja que

les noves propostes variaran al voltant deis mateixos valors de probabilitat. La proporció
deis cops que un arbre apareix en les cadenes una vegada assolida la zona estable és una

aproximació valida de la seva probabilitat posterior. Huelsenbeck i Ronquist al 2001 van

millorar el metode MCMC incorporant I'ús de cadenes de Markov fredes i calentes en

paral-lel (MC3). Les cadenes calentes poden explorar millor I'espai d'arbres ñlogenetícs, ja
que els pics són més baixos i les valls menys profundes (cobrint una major área de I'espai
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d'arbres), permetent amb major facilitat el pas d'un pie de probabilitat moderada a un de

més alta. Si una cadena calenta troba un arbre millor aquesta passa a ser la freda, al final

les inferencies es basen només en els valors obtinguts a la cadena freda. L'arbre inferit és

el consens de tots els arbres obtinguts un cop assolida I'estabilitat i la proporció amb que

apareix cada grup rnonoñletic en aquests arbres és la seva probabilitat posterior. Un deis

problemes que es pot trobar és que les cadenes no puguin sortir d'un pie perqué la vall

que el separa del pie millor és massa profunda. En aquest cas I'arbre final no seria el millor

perqué en la cerca s'hauria assolit un máxlm local, és a dlr, I'arbre escollit és el millor de

la zona, pero no és el millor de tots els arbres possibles. Per aquest motiu és recomanable

fer més d'una cerca alhora (generalment dues). Si les dues execucions independents del

programa convergeixen en el mateix resultat ens assegura que no s'han estancat en un

rnáxlrn local (o és poc probable que la solució trobada correspongui a un rnáxlm local).

5. Suport estadistic
Un cop hem construrt l'arbre, ens cal una mesura de la confíanca estadística que

les dades ens donen per a cadascuna de les branques d'aquest. Per trobar aquests valors
existeixen diverses metodologies. La més utilitzada és el Bootstrap, que es basa en generar

un alt nombre de pseudorepllques mostrejant posicions a l'atzar de la nostra matriu original.
Les noves matrius tenen el mateix nombre de carácters que aquesta i es permet repetir

posieions. A partir de cada pseudoreplica s'infereix una filogenia i la confianca per a cada

grup s'obté calculant en quin percentatge de les filogenles obtingudes apareix. Aquest valor
és una aproximació de quina és la probabilitat de que una branca interna aparegui quan es

faci de nou l'anállsl amb una mostra independent (Felsenstein, 1985) i és pot interpretar
com la probabilitat que la branca Interna es trobi a l'arbre real (Felsenstein i Kishino,

1993). En general, es considera que els valors de bootstrap són molt conservadors, pel que
s'accepta que un grup amb un suport del 75% o superior és un grup rnonoñletic segons les

nostres dades, i la metodologia i el model evolutiu emprats. D'altra banda pero, un valor de

bootstrap baix no té per que ser indieatiu de que la relació sigui falsa, només vol dir que no

té suport estadístic (amb les nostres dades i el model que haguem utilitzat).
El jaekknifing (Farris i col. 1996) és un rnetode similar al bootstrap. En aquest cas a

cada pseudoreplica s'elimina de forma independent una proporció deis caracters a l'atzar,
amb la mateixa probabilitat per cada carácter de ser eliminat, simplificant la relació entre

freqüencia i suport. El suport de Bremer (Decay index) (Bremer, 1994), només s'utilitza en

MP. Mesura la diferencia en nombre de passos entre I'arbre de MP que inclou el grup i el

primer arbre que no I'inclou (en el qual el grup ja no és monoñletic). No té una interpretació
estadística immediata.

La probabilitat posterior (PP) és el suport estadístic que s'utilitza a la inferencia
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bayesiana. Es tracta de la probabilitat de que un node sigui real donat el model i les dades

utilitzats (Huelsenbeck, 2002). Al ser una probabilitat, el rang de valors esta entre O i 1. En

comparació amb els valors de bootstrap, els valors de PP solen ser molt menys conservadors

(Suzuki i col. 2002; Cummings i col. 2003), acceptant com a monoñletíc un grup segons les

nostres dades, generalment qua n presenten valors de PP superior al 0.90.
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MESURES DE VARIABILITAT GENETICA I TESTS DE
NEUTRALISME

1. Mesures de variabilitat intrapoblacional

Els estadístics més importants per la quantificació de la variabilitat dins de poblacions
a nivell de DNA són:

.:. Nombre de lIoes segregants o polirnórfics (5): és el nombre de lIocs pollrnórfics dins

de cada especie o població. Les posicions segregants tenen normalment dos nucleótíds

diferents, encara que teoricarnent podrien presentar les quatre variants nucleotídiques.
S és un estadístic que depen de la grandária mostral i del nombre de nucleótids estudiats .

•:. Nombre de mutacions (Eta, 11): és un estadístic que indica el nombre mínim de

mutacions necessaries per justificar el nombre S observat. Aquest valor és igual que
S, o més gran, quan existeixen posicions trlal-leliques o tetraal-leliques (és a dir, com a

mínim han calgut dues o tres mutacions per explicar aquestes posicions pollrnorñques) .

•:. Diversitat nucleotídiea (n): és el nombre rnitjá de diferencies nucleotídiques (k) per

posició nucleotídica en comparar dues seqüencles de DNA. Aquest és un deis millors

estimadors, ja que és independent de la grandária mostral i del nombre de posicions
estudiades. Pel seu cálcul es comparen les seqüencies per parelles i es calcula el nombre

promig (k) de diferencies. k i 11 indiquen el mateix, pero les unitats de k són la regió (o
el gen) d'estudi mentre que 11 és per nucleótid. Aquest pararnetre és molt utilitzat en

els estudis poblacionals, ja que a més d'aportar informació sobre els nivells de variació

a una seqüencia de DNA, permet comparar els valors de diferents estudis. Aquest és un

estimador, a rnés, de la heterozigositat per nucleótid .

•:. Estimador de Watterson (a): descrit per Watterson al 1975, aquest pararnetre és

equivalent a k qua n les mutacions són selectivament neutres, la població és panmíctica
i es traba en equilibri mutació-deriva. El pararnetre es defineix com e=Ng!l. (on Ne és la

grandária efectiva de la població i u la taxa de mutació neutra per generació). Si dividim
e per la longitud del fragment que estudiem, obtindrem el cálcul de I'estimador de

Watterson per nucleótid (equivalent a I'heterozigositat per nucleótíd) .

•:. Nombre d'haplotips (h): és el nombre de seqüencies de DNA diferents que es troben a

la mostra. Aquest estadístic depen de la grandaria mostral i a més de la longitud de la

regió que estem estudiant. h dóna informació sobre el nombre de seqüencles, pero no

del nivell de variabilitat genetíca, Si tota la variabilitat consisteix en una única posició
polimórñca, per exemple, només tindrem dos haplotips a la població, independentment
de les seves freqüencies .

•:. Diversitat haplotípica (Hd): és una estima del nombre d'haplotips d'una població
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determinada que té en compte la distribució de les seves freqüencles. Com més gran és

el seu valor (el rang és compres entre O i 1), més gran és el nivell de variabilitat .

•:. Desequilibri de lligament (LD): és el nivell d'associació entre dos o més loci. Diem que

una població esta en desequilibri de lligament quan el nivell d'associació és més alt del

que s'esperaria per atzar. En una població, dos loci es troben en equilibri de lligament
quan el genotip d'un cromosoma en un locus és independent del genotip a I'altre locus.

2. Mesures de variabititat interpobtacional

Els estadístics més utilitzats per la quantificació de la variabilitat entre poblacions
són:

.:. Dxy: és el nombre rnitjá de diferencies nucleotídiques per lIoc entre dues poblacions.
Quant més diferents siguin dues poblacions a nivell nucleotídic, més gran sera el valor

d'aquest estadístico
.:. Da: és el nombre net de substitucions de nucleótids per lIoc entre les poblacions, és a

dir, els valors de Dxy menys I'efecte de la variació dins de la població .

•:. Fsr: aquest estadístic mesura els nivells de variació genética atribuTbles a les diferencies

existents dins de les poblacions. Per aquest índex, els valors es troben entre el O i 1'1. Es

basa en els estadístics originals deWright (1951) i es pot fer servir per estimar els nivells

de flux genic (pararnetre Nm, on N és la grandária efectiva de la població i m la taxa de

migració).

3. Els tests de neutratisme

Existeixen diversos tests estadístics que permeten contrastar la teoria neutra lista

a partir de la variabilitat detectada a les poblacions naturals (els denominats tests de

neutralisme). El que fan aquests tests és detectar desviacions significatives no compatibles
amb la hipótesi nul-Ia. Quan una d'aquestes proves rebutja la hipotesi nul-la és perqué alguna
de les suposicions del model d'equilibri neutralista ha estat violada. Si cap d'aquests tests

dóna valors significatius, és perqué existeix una situació d'estabilitat demográfica. S'han

desenvolupat rnetodes útils per contrastar diferents escenaris evolutius, i que capturen de

manera diferencial diferents tipus d'informació:

.:. Tests basats en dades intrapoblacionals:
� L'estadístic D de Tajima (Tajima, 1989), basat en I'espectre de freqüencies, es

calcula com les diferencies entre el nombre de lIocs segregants i el nombre mitja
de diferencies nucleotídiques. Aquest test pot detectar variacions en I'espectre
de seqüencies, de manera que un resultat positiu indicaria un excés en el nombre
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de variants de freqüencies intermedies (que podria ser degut a I'estructuració

poblacional); i valors negatius es correspondrien amb un excés de variants de

baixes freqüencies (que podria ser degut a una expansió poblacional o a I'acció de

la selecció positiva). Si les mutacions són neutres i les poblacions estan en equilibri
el valor esperat de O seria O.

� L'estadístic Rz (Ramos-Onsins i Rozas, 2002) es basa en la diferencia entre el

nombre de mutacions úniques (singletons) en un llinatge particular i el nombre

rnltla de diferencies nucleotídiques. Aquest test és deis més potents per l'análisl

de grandárles poblacionals petites. El fonament d'aquest test és que el nombre

esperat de singletons en una genealogia després d'un creixement poblacional brusc
recent és kl2, i en conseqüencia s'esperen valors baixos de Rz per casos amb aquest
escenari dernograñc.

� L'estadístic Fs de Fu (Fu, 1997) fa servir informació de la distribució haplotípica
i nucleotídica. Es basa en la probabilitat de tenir un nombre determinat d'al-Iels

en una mostra de seqüencles donat un valor de e. Els tests que calculen aquest

estadístic són més potents quan es treballa amb grandáries mostrals grans. Tendeix
a O en situació de neutralitat, igual que la O de Tajima. Un valor negatiu d'aquest
estadístic podria indicar un excés d'al·lels poc freqüents produTt per un excés de

mutacions úniques causades per una expansió recento

� Tests basats en els nivells d'associació entre posicions polimorñques i que poden
servir per analitzar I'estructuració de les poblacions:
• L'estadístic ZnS (Kelly, 1997), que és una mesura global deis nivells d'associació

entre al-lels (LD) entre diferents parells de 1I0cs pollmórñcs.
• L'estadístic Za (Rozas i col. 2001), és un estadístic semblant a ZnS, pero només

compara els polimorfismes adjacents i es pot fer servir per ana lisis deis nivells

de recombinació.

• B de Wall (Wall, 1999) és una mesura de I'associació entre 1I0cs segregants, i els

seus valors es troben entre O i 1. 8 és un test estadístic molt potent per análisis

deis nivells de subdivisió poblacional.
• Q de Wall (Wall, 1999), aquest estadístic és una correcció de I'anterior tenint

en compte els parells de 1I0cs segregants. Igual que 8, els seus valors estan

escalats de O a 1 i s'espera que siguin majors sota una situació de subdivisió

geográfica que sota el model neutral de panmixi. No esta ciar quin és I'efecte

de la recombinació sobre aquest estadístic, ja que Q és la suma d'un terme que

esta positivament relacionat amb la recombinació i un que hi esta negativament
correlacionat.

Un aspecte molt important a tenir en consideració és el paper de la recombinació. S'ha
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vist que la no incorporació deis nivells de recombinació en els tests de neutralisme redueix

la seva potencia estadística. Així dones, a l'anállsi de dades de gens nuclears s'haurien

d'estimar els valors de recombinació, i fer les simulacions de coalescencla tenint en compte

aquest factor.

•:. Tests basats en dades intra- i interpoblacionals de polimorfisme i divergencia: un

exemple és el test de Hudson-Kreitman-Aguadé (test HKA; Hudson i col. 1987), que
utilitza les dades d'una comparació interespecífica d'almenys dues regions del genoma

així com les dades del polimorfisme intraespecífic de les mateixes regions com a mínim

d'una especie. El test esta basat en el fet que per mutació neutra existe ix una correlació

positiva entre els nivells de variació intra- i interespecífica .

•:. Tests basats en dades interpoblacionals o interespecífiques. Una de les aná lisis

més potents es basa en la comparació de la divergencia: quan es comparen regions
codificadores de diferents especies i s'estimen el nombre de substitucions no sinónlmes

(Ka; impliquen canvi d'arnlnoácld) o les slnonlrnes (Ks; no impliquen canvi d'arnlnoacid).
Si les mutacions fossin selectivament neutres, esperaríem que els dos valors fossin

identics. w és el quocient entre Ka i Ks i s'utilitza com a mesura del grau de limitació al

canvi (limitació funcional) al que esta sotrnes un gen o proteína. Així, un valor menor que
1 podria indicar que la selecció purificadora ha eliminat els canvis no slnonirns, mentre

que un valor més gran pot ser una evidencia de la selecció adaptativa (la selecció ha

actuat en favor d'alguns d'aquests canvis).
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ANNEX 11
Aspectes més rellevants de I'anatomia interna i externa de les planarles terrestres.

1. Epidermis
La superficie corporal de les planarles esta coberta per un epiteli simple, format per

cel-Iules que solen tenir formes que van des de cilíndriques a cúbiques. L'epidermis de la

zona ventral degut a la seva adaptació al medi terrestre presenta una modificació específica
i forma la sola ventral. Es caracteritza per la presencia de cilis i el predomini relatiu de

glándules cianoñles i dóna forca de propulsió per acció ciliar o muscular, o per la combinació
d'ambdós. En algunes especies la sola ventral és formada per un tipus d'epiteli especial
constitu'it per cel-Iules epiderrniques enfonsades profundament dins del teixit connectiu

subjacent, enlloc d'estar disposades sobre una membrana basal. Aquest mecanisme

protegeix les cel-lules de l'estres rnecanlc i la destrucció total i en facilita la regeneració
(Winsor, 1998). La presencia o absencia de la sola ventral així com la seva amplada relativa

són caracters importants taxonornlcament.

La coloració de les planáries és deguda a l'existencia de cel-Iules pigmentarles que

es troben sota de I'epidermis (Romero, 1987). Existeix diferencia en la coloració segons el

grup i la distribució, presentant les planárles europees coloracions molt més monótonas

i fosques, sense gaires patrons. Les planaries tropicals, en canvi, són molt més acolorides

i amb dissenys molt diferents amb un patró de coloració viu i contrastat que abasta una

amplia gamma de colors, amb el dors mono o policromatic, i el ventre sovint blanquinós.
El color i la pigmentació fosca en general augmenta a mida que I'animal madura (Froehlich,
EM, 1955), tot i que no té per que ser sinónlm de maduresa sexual.

Hi ha diversos tipus de cel-Iules secretores que desemboquen en I'epidermis, les

cel-lules rabditóglnes són molt característiques i són les responsables de la producció de

rabdites, que són secrecions (cossos epiderrnics] en forma de bastons (Seitenfus i Leal­

Zanchet, 2004). Els rabdites els ajuden a segregar una substancia mucosa que els recobreix

el cos i que pot tenir diverses funcions: adhesiva, de locomoció, funció de captura de

preses, com a element repulsiu contra possibles predadors i també pot tenir una funció

horneostátíca. Arnés tenen altres tipus de glándules secretores de moc, entre elles, les

glandules erltrofíles, per exemple, que secreten granuls amb propietats adhesives o que

protegeixen I'epiteli contra la perdua d'humitat (Winsor, 1998).

2. Musculatura

Distingim dos tipus principals de musculatura en aquests animals:

.:. Musculatura subepidermica
Es troba sota la membrana basal (musculatura cutánla) i generalment és tripartida,
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amb una capa externa de músculs circulars, una capa intermedia de fibres obliqües i

una capa interna de fibres longitudinals, totes elles Ilises (Fig. 11-1). Algunes especies

presenten un estrat de dues capes, pero és estrany, per exemple a Caenoplana coerulea

la musculatura externa és una simple capa de fibres circulars obliqües (Winsor, 1991). La
formació de feixos de fibres i I'espessor relatiu de les capes serveixen per distingir entre

els membres de les famílies Rhynchodemidae i Geoplanidae. Gracies a aquestes fibres

les planaries terrestres es mouen arrossegant-se mitjanc;:ant ondulacions musculars,
d'una manera molt semblant a la deis cargols.

ev

Figura 11-1. Esquema de la musculatura

subepiderrnica de les planarles terrestres. mi:

capa de musculatura longitudinal; md: capa de
musculatura diagonal; mc: capa de

musculatura circular; ev: epidermis ventral.

Basat en Sluys (1989a)

=-= =-=-==-= = === =-==-==-=-==-==-==-== mi
xxxxxxxx xxxx;;<-=-x md
• ••••••••••••••••••••• me

.:. Musculatura mesenguimatica
Com en tots els platihelmints, I'espai entre els órgans interns esta pie de teixit

connectiu lax anomenat rnesenquirna o parénquima, en el qual es produeixen les fibres

musculars que constitueixen el rnesenquirna muscular (Seitenfus i Leal-Zanchet, 2004).
En les planaries terrestres, aquesta musculatura parenquirnática su posa una adaptació
al medi terrestre (Meixner, 1928), ja que intervé activament en la locornocló, creant

ones peristáltiques que fan que el cos es mogui (Jones, 1978; Minelli, 1981).

Figura 11-2. Esquema deis tipus de musculatura rnesenquimática d'una planária terrestre en tall transversal.
dd: capa muscular doble diagonal dorsal; i: intestí; t: testicles; sp:capa muscular supra-intestinal; sb: capa
muscular sub-intestinal; sn: capa muscular sub-neural (Modificat de Grau, 2010).

3. Sistema digestiu
La boca és un petit porus ventral, situat al comenc;:ament de la meitat posterior del

cos i esta connectada amb una faringe evaginable (d'origen mesenquimatíc, segons Hyman

(1951)), que depenent de la seva posició a les planáries terrestres pot ser de diferents

tipus (cilíndrica, campaniforme o en collaret). La faringe rep dos o més tipus de cel-Iules
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secretores (=glfmdules faríngies; Seitenfus i Leal-Zanchet, 2004). Pot existir un esofag que

comunica la faringe amb I'intestí, que és format per tres branques o troncs ramificats, un

anterior idos posteriors amb diverticles i cec, sense anus. Efectuen digestió extraceHular

gracies a enzims proteolítics. Les cel-Iules fagocítiques de la gastrodermis completen la

digestió (intraceHular) i I'aliment no digerit és expulsat per la faringe.

4. Sistema excretor

El seu sistema excretor té una importancia crítica per a la regulació i conservació de

I'aigua. Realitzen I'excreció i osmoregulació mitjanc;:ant protonefridis amb cel-lules flamígeres
i contenen un elevat nombre de nefridioporus. Les restes metaboliques s'eliminen en gran

part per difusió a través de la paret del coso

5. Sistema nerviós

Un deis caracters que defineixen les planaries terrestres és el sistema nerviós central

del tipus diploneural (Steinb6ck, 1925), situat en posició ventral. Aquesta estructura

especialitzada probablement esta relacionada amb la presencia de la sola ventral (Sluys,
1989a). A les planaries d'aigua dolc;:a els cordons nerviosos dorsals i laterals són conspicus
o absents i les fibres nervioses s'uneixen a les comissures per formar una mena de plexe.
A les planaries terrestres, en canvi, el sistema nerviós es caracteritza per presentar un part
endinsada en el rnesenquirna, la placa ventral nerviosa, o, en especies subcilíndriques, un

parell de cordons nerviosos ventrals únics, i el plexe nerviós ventral (molt desenvolupat),
ubicat directament sota la musculatura cutánia. Els cordons nerviosos ventro-Iaterals estan

units per una serie de comissures transversals (Fig. 11-3). Les planaries terrestres tenen un

gangli cerebral anterior (Ucervell") constituit per dos lobuls simetrics units per comissures

nervioses.

Figura 11-3. Comparació del sistema nerviós d'una planarla d'aigua dolca (esquerra) i una terrestre (dreta).
pl:plexe; cnv: cordó nerviós ventral; pv: pont ventral; cv: comissura ventral; pnv: plexe nerviós ventral; sv: sola
ventral. Basat en Sluys (1989a).

6. Órgans sensorials
Els principals organs deis sentits són els ulls, les fosses sensorials i el marge o vora
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sensorial, pero a més hi ha diversos tipus de receptors sensorials (mecano i quimioreceptors)
associats a I'epidermis (Seitenfus i Leal-Zanchet, 2004).

Els ocel·les o ulls són taques oculars sensibles a la lIum (les planáries en general
són fotosensibles). Els ulls (amb un diarnetre d'entre 20 i 50 11m en planáries terrestres)
estan formats d'una capa de pigment que es produeix dins de les cel-Iules fotoreceptores.
Els ulls de Geoplanidae i Bipaliidae són nombrosos i es troben espaiats pel lIarg del cos o

lateralment (Carbayo, 2005). En alguns grups (Choeradoplana, Cephaloflexa) els ulls estan

absents en l'apex de la regió cefálica. El nombre i la posició deis ocel-les és un carácter

taxonómic molt utilitzat per classlñcar planárles terrestres.
La vora sensorial, probablement associada amb la quimiorecepció, és una franja fina

al marge ventral anterior del cos (i de vegades també s'estén posteriorment), a través de la

qual desemboquen papil·les i les fossetes sensorials. Aquestes són invaginacions tubulars

epiderrnlques de 15 a 40 11m de profunditat (Carbayo, 2005), probablement responsables
de quimiorecepció, en les que hi ha terminacions sensitives i que estan distribuTdes en

fileres (simples o ramificades).

7. Sistema reproductor
Les planárles terrestres són animals hermafrodites que es poden reproduir tant

asexual com sexualment. En el seu grup gerrná, la família Dugesiidae, es presenten

múltiples casos de reproducció asexual, ja sigui partenogenetíca o per fissió. En el cas de les

planaries terrestres és sabut que poden regenerar (Morgan, 1899), pero no s'ha demostrat

si s'utilitzen els mecanismes d'asexualitat com a sistema natural de reproducció. Pel que

fa a la reproducció sexual, practiquen fecundació creuada i tenen un sistema reproductor
complex. L'aparell reproductormasculí (Fig.II-4) consta de varis parells de testicles folliculars

disposats en una o més series longitudinals (ventrals a Caenoplaninae i Pelmatoplaninae
o dorsals a Geoplaninae) amb espermatozoides forca especialitzats que s'emmagatzemen
en un parell de conductes eferents que van a parar a la vesícula prostática ventralment

a I'intestí (Iocalitzada posteriorment a la faringe), amb la qual es realitza la transferencia

d'esperma entre individus. t'organ copulador masculí (el penis) es compon d'una part
bulbosa (bulb penial) i una cónica, la papil-la penial, que pot ser molt petita o inexistent

(carácter important en la taxonomia del grup). El penis de les planaries terrestres pot ser

protráctil, més comú en Bipaliidae i Microplaninae, o evers (girat enfora), més freqüent en

Rhynchodeminae i Geoplaninae. Aproximadament a I'altura de la faringe, en els animals

adults, els conductes eferents es dilaten per formar falses vesícules seminals, anomenades

així perqué emmagatzemen el semen i no són responsables de la producció de secrecions

seminals. Aquests conductes desemboquen en la vesícula prostática, una regió que rep

les secrecions deis nutrients necessaris per mantenir la viabilitat deis espermatozoides. La
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vesícula prostática, situada interna o externament al bulb penial, continua amb el conducte

ejaculador, que travessa la papil·la penial, quan és present, per donar Iloc a una cavitat,
I'atri masculí (Seitenfus i Leal-Zanchet, 2004). L'aparell reproductor femení esta format

per un parell d'ovaris, que normalment es troben en posició ventral al costat del cap i que

continuen en un parell d'oviductes que viatgen cap a la part posterior del cos (rebent les
secrecions de les glandules vitel·lines) i s'obren en I'atri femení per mitja d'una vagina més o

menys conspícua. La posició i orientació del conducte glandular comú i de la vagina serveix

per distingir entre els generes de Geoplaninae.

Figura 11-4. Esquema de I'aparell reproductor masculí i femení d'una planarla terrestre, modificat de Seitenfus

i Leal-Zanchet, 2004. af: atri femení; am: atri masculí; bp: bulb penial; cd: conducte deferent; ce: conducte
ejaculador; cgc: canal glandular comú; f: faringe; g: gonopor; i: intestí; o: ovari; od: oviducte; pp: papil·la
penial; t: testicle; vp: vesícula prostática.

Els atris femení i masculí estan en contacte (a la zona de convergencia és on es troba

el gonopor o porus genital) i és on té Iloc la fecundació. Durant la copula, el penis d'un

deis individus s'insereix en el gonopor de I'altre individuo L'esperma rebut s'emmagatzema
a la bossa copuladora, que és una estructura de forma generalment ovalada o irregular

(Sluys, 1989b) fins al seu ús reproductiu o bé per usar-lo com aliment. Aquesta bossa es

comunica amb I'atri a través del canal de la bossa, que és allargat i sol rebre una abundant

secreció glandular. Hi ha diversos tipus de cel-lules secretores que desemboquen en I'aparell
copulador, responsables de diverses funcions, com la lubricació, I'adhesió, la formació

d'una cápsula que contindra els ous, el manteniment de la viabilitat deis espermatozoides,
entre d'altres (Graff, 1899, Hyman, 1951). Un o més ous són fecundats i, junt amb algunes
cel-lules amb vitel, es tanquen en un petit capoll (cocoon). La formació del cocoon (Fig. 11-5)
es dóna en tres estadis, segons Winsor (1998). En algunes especies es troba una estructura

anomenada adenodáctil, que té forma digital, i esta associada a I'atri genital. Té funció poc

clara, tot i que podria estar relacionada amb la formació de la coberta del capoll (Winsor,

1998), sembla una petita papil·la del penis i esta format per especialitzacions musculars i

glandulars. El capoll acabat s'expulsa pel gonopor juntament amb secrecions de la glándula

viscosa, que cimenta el capoll al substrat, quedantfixatdirectamenta la cara inferiorde pedres
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o plantes. Aquests capolls inicialment tenen un

color vermellós o marró, que s'enfosqueix a mida

que passen les hores. Tenen un desenvolupament
embrionari altament modificat amb la presencia
d'una faringe embrionaria transitoria i després
d'unes setmanes surten de 5 a 10 juvenils de cadaB Estadi 1. Canal glandular femení.

Secreció de la membrana viscosa Ca ps u la.
més interna del capoll

al voltant deis ous

j les cel-lules vitel·lines

Estadi 3. Les esclerotines s'enganxen
a la membrana viscosa per formar

la paret externa del capo"

Figura 11-5. Esquerra: imatge d'una planaria terrestre a

punt d'extreure un cocoon. Imatge: F. Carbayo. Inferior:
imatge d'un cocoon de Microplana terrestris. Imatge: E.

Mateos.
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ANNEX 111

Taula 111-1. Estat de la taxonomia deis Terricola abans de I'inici d'aquesta tesi.
Família Sybfamília Genere Aytor, any
Bipaliidae Graff, 1896

Bipalium Stimpson, 1857
Kawakatsu M, Ogren RE,
Froehlich EM,.J1998Stimpson, 18:>7
Ogren R� Kawakatsu M, 1991
Graff,18::16
Ogren&Kawakatsu, 1991
Winsor, 1991
Moseley" 1877
Fyfe, 19:>3
Qgren&Kawakatsu, 1991
Winsor, 1991
Froehlich ",1955Winsor 1::191
()gren&Kawakatsu, 1991
Winsor, 1991
Winsor, 1991
Winsor, 1991
Winsor, 1991
Froehlich, 1978
Moseley, 1857
Stimpson, 1857
Ogren&Kawakatsu, 1990
Graff,1896
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Classificació actual deis Tricládldes. Basat en Sluys i col·laboradors (2009), amb algunes
modificacions. Marcats de color verd hi ha els generes que s'han utilitzat, ja sigui en análisis

especifiques del grup o com a grups externs, en aquesta tesi:
Order TRICLADIDA Lang, 1884

Suborder MARICOLA Hallez, 1892
Superfamily CERCYROIDEA B6hmig, 1906

Family CENTROVARIOPLANIDAEWestblad, 1952
Genus Centrovarioplana Westbald, 1952

Family CERCYRIDAE B6hmig, 1906
Genus Stummeria B6hmig, 1908
Genus Oregoniplana Holmquist and Karllng, 1972

Tribe Cercyrini B6hmig, 1906
Genus Probursa Hyman, 1944
Genus Pacifides Holmquist and Karling, 1972
Genus Puiteca Du Bois-Reymond Marcus, 1955
Genus CerbussowiaWilhelmi, 1909
Genus Sabussowia Bóhrnlg, 1906
Genus Cercyra Schmidt, 1861

Family MEIXNERIDIDAE Westblad, 1952
Genus Meixnerides Westblad, 1952
Genus Jugatovaria Sluys and Ball, 1989

Superfamily BDELLOUROIDEA Diesing, 1862
Family UTERIPORIDAE B6hmig, 1906

Subfamily UTERIPORINAE B6hmig, 1906
Genus Foviella Bock, 1925
Genus Uteriporus Bergendal, 1890
Genus Nexifis Holleman and Hand, 1962
Genus Allogenus Sluys, 1989
Genus Dinizia Marcus, 1947
Genus Leucolesma Marcus, 1948
Genus Vatapa Marcus, 1948
Genus Micaplana Kato, 1937

Subfamily ECTOPLANINAE Bresslau, 1933
Genus Obrimoposthia Sluys and Ball, 1989
Genus Nesion Hyman, 1956
Genus Tryssosoma Ball, 1977
Genus Paucumara Sluys, 1989
Genus Ectoplana Kaburaki, 1917
Genus Ostenocula Sluys, 1989
Genus Procerodella Sluys, 1989
Genus Miroplana Kato, 1931

Family BDELLOURIDAE Diesing, 1862
Subfamily BDELLOURINAE Diesing, 1862

Genus Nerpa Marcus, 1948
Genus Pentacoelum Westblad, 1935
Genus Syncoelidium Wheeler, 1894
Genus Bdelloura l.eidv, 1851

Subfamily PALOMBIELLlNAE Sluys, 1989
Genus Palombiella Westblad, 1951
Genus Miava Marcus, 1954
Genus Oahuhawaiiana Kawakatsu and Mitchell, 1984
Genus Synsiphonium Hallez, 1911

Superfamily PROCERODOIDEA Diesing, 1862
Family PROCERODIDAE Diesing, 1862

Genus Procerodes Girard, 1850
Genera Incertae Sedis:
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Genus Micropharynx Jágerskióld, 1896
Genus Tiddles Marcus, 1963

Suborder CAVERNICOLA Sluys, 1990
Family DIMARCUSIDAE Mitchell and Kawakatsu, 1972

Genus Balliania Gourbault, 1972
Genus Rhodax Marcus, 1946
Genus Opisthobursa Benazzi, 1972
Genus Mitchellia Kawakatsu and Chapman, 1983

Suborder CONTINENTICOLA Carranza, Littlewood, Clough, Ruiz-Trillo, Baguña and Riutort, 1998
Superfamily PLANARIOIDEA Stimpson, 1857

Family PLANARIIDAE Stimpson, 1857
Genus Planaria Müller, 1776
Genus Polycelis Ehrenberg, 1831
Genus Phagocata Leidy, 1847
Genus Ijimia Bergendal, 1890
Genus Seidlia Zabusov, 1911
Genus Crenobia Kenk, 1930
Genus Atrioplanaria De Beauchamp, 1932
Genus Digonoporus An der Lan, 1941
Genus Hymanelfa Castle, 1941
Genus Plagnolia De Beauchamp and Gourbault, 1964
Genus Bdelfasimilis Richardson, 1968
Genus Paraplanaria Ball and Gourbault, 1978

Family DENDROCOELlDAE Hallez, 1892
Genus Dendrocoelum Orsted, 1844
Genus Bdelfocephala De Man, 1875
Genus Anocelis Stimpson, 1857
Genus Procotyla Leidy, 1857
Genus Sorocelis Grube, 1872
Genus Rimacephalus Zabusov, 1901
Genus Protocotylus Korotnev, 1908
Genus Polyc/adodes Steinmann, 1910
Genus Archicotylus Korotnev, 1912
Genus Baikaloplana Berg, 1925
Genus Miodendrocoelum De Beauchamp, 1929
Genus Dendrocoelopsis Kenk, 1930
Genus Baikalobia Kenk, 1930
Genus Acromyadenium De Beauchamp, 1931
Genus Caspioplana Zabusova, 1951
Genus Armilla Livanov, 1961
Genus Hyperbulbina Livanov and Porfirjeva, 1962
Genus Papilloplana Kenk, 1974
Genus Hyperpapillina Porfirjeva, 1973
Genus Atria Porfirjeva, 1970
Genus Baikalocotylus Porfirjeva, 1977
Genus Alaoplana Kenk, 1974

Family KENKIIDAE Hyman, 1937
Genus Sphalfoplana De Beauchamp, 1931
Genus Kenkia Hyman, 1937

Superfamily GEOPLANOIDEA Stimpson, 1857
Family DUGESIIDAE Ball, 1974

Genus Girardia Ball, 1974
Genus Bopsula Marcus, 1946
Genus Cura Strand, 1942
Genus Weissius Sluys, 2007
Genus Schmidtea Ball, 1974
Genus Dugesia Girard, 1850
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Genus Neppía Ball, 1974
Genus Romankenkíus Ball, 1974
Genus Evíella Ball, 1977
Genus Spathula Nurse, 1950
Genus Reynoldsonía Ball, 1974

Family GEOPLANIDAE Stimpson, 1857
5ubfamily BIPALlINAE Von Graff, 1896

Genus Bípalíum Stimpson, 1857
Genus Díversíbipalíum Kawakatsu, Ogren, Froehlich and

Sasaki, 2002*
Genus Humbertium Ogren and Sluys, 2001
Genus Novíbípalíum Kawakatsu, Ogren and Froehlich,
1998

Subfamily MICROPLANINAE Pantin, 1953
Genus Amblyplana Von Graff, 1896
Genus Diporodemus Hyman, 1938
Genus Geobenazzia Minelli, 1974
Genus Incapora Du Bois-Reymond Marcus, 1953
Genus Microplana Vejdovsky, 1890
Genus Othelosoma Gray, 1869
Genus Pseudoartiocotylus Ikeda, 1911
Genus Statomícroplana Kawakatsu, Froehlich, lones,
Ogren and Sasaki, 2003*

Subfamily RHYNCHODEMINAE Von Graff, 1896
Tribe Rhynchodemini Von Graff, 1896

Genus Anisorhynchodemus Kawakatsu, Froehlich, lones,
Ogren and Sasaki, 2003*
Genus Cotyloplana Spencer, 1892
Genus Digonopyla Fischer, 1926
Genus Dolíchoplana Moseley, 1877
Genus Platydemus Von Graff, 1896
Genus Rhynchodemus Leidy, 1851

Tribe Caenoplanini Ogren and Kawakatsu, 1991
Genus Arthurdendyus lones and Gerard, 1999
Genus Artioposthía Von Graff, 1896
Genus Australopacífica Ogren and Kawakatsu, 1991*
Genus Austroloplana Winsor, 1991
Genus Caenoplana Moseley, 1877
Genus Coleocephalus Fyfe, 1953
Genus Endeavouría Ogren and Kawakatsu, 1991
Genus Fletchamía Winsor, 1991
Genus Kontikía C. G. Froehlich, 1955
Genus LenkunyaWinsor, 1991
Genus Newzealandia Ogren and Kawakatsu, 1991
Genus Parakontikía Winsor, 1991
Genus Pimea Winsor, 1990
Genus Reomkago Winsor, 1991
Genus TasmanoplanaWinsor, 1991
Genus Timyma E. M. Froehlich, 1978

Tribe Anzoplanini Winsor, 2006
Genus AnzoplanaWinsor, 2006
Genus Fyfea Winsor, 2006

Tribe Eudoxiatopoplanini Winsor, 2009
Genus EudoxiatopoplanaWinsor, 2009

Tribe Pelmatoplanini Ogren and Kawakatsu, 1991
Genus Beauchampius Ogren and Kawakatsu, 1991
Genus Pelmatoplana Von Graff, 1896
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Subfamily GEOPLANINAE Stimpson, 1857
Genus Amaga Ogren and Kawakatsu, 1990
Genus Cepha/oflexa Carbayo and Leal-Zanchet, 2003
Genus Choeradop/ana Von Graff, 1896
Genus Enterosyringa Ogren and Kawakatsu,1990
Genus Geobia Diesing, 1861
Genus Geop/ana Stimpson, 1857

Subgenus Barreirana Ogren and Kawakatsu,
1990

Subgenus Geop/ana Stimpson, 1857
Genus Gigantea Ogren and Kawakatsu, 1990
Genus Gusana E. M. Froehlich, 1978
Genus Issoca C. G. Froehlich, 1978
Genus Liana E. M. Froehlich, 1978
Genus Luteostriata** Carbayo, 2010
Genus Notogynaphal/ia Ogren and Kawakatsu, 1990
Genus Pasipha Ogren and Kawakatsu, 1990
Genus Po/yc/adus Blanchard, 1845
Genus Pseudogeop/ana Ogren and Kawakatsu, 1990*
Genus Supramontana Carbayo and Leal-Zanchet, 2003
Genus Xerapoa C. G. Froehlich, 1955

*indica grup col-lectíu.
**indica que aquest genere es va descriure posteriorment a la publicació d'Sluys i col. 2009.

253



AnnexlV

ANNEXIV

CARACTERITZACIÓMORFOLOGICA DELS TAxONS
ESTUDIATS

1. Cephaloflexa bergi Graff 1899
El genere Cephaloflexa Carbayo i Leal-Zanchet (2003) és format per geoplanínids de cos allargat,

subcilíndric o subsemicircular; amb el terc anterior del cos progressivament aprimat, sense constriccions o

expansions; sense soles a la regió ventral. Cephaloflexa bergi va ser descrita al 1899 per Graff com Geoplana
bergi i inclosa per Ogren i Kawakatsu al 1990 dins del genere Notogynaphaflia. Actualment és I'especie tipus
del genere Cephaloflexa. Pot fer fins a 8 cm de longitud i té coloracions que van des del taronja o marró fins

al verd fosc i en algunes ocasions presenta una ratlla fosca sagital amb el cap de color negre (Marcus, 1951).
En repos, el cos queda enrotllat en una espiral plana, amb I'extrem anterior embolicat cap al dors (Fig. IV-1).
Quan repten, I'extrem anterior del cos queda enrotllat cap al dors i ventralment concau. En estat d'alarma, o

quan perd el contacte amb el substrat, C. bergi estén I'extrem cefálic, de manera que pot explorar un espai
relativament gran per a tornar a la seva posició habitual (Froehlich, CG, 1955). La sola ventral és ampla i

els ulls i les fossetes sensorials es troben absents a l'apex anterior. No tenen musculatura mesenquimática
longitudinal, mentre que la musculatura mesenqulrnática subneural transversal només esta a la regió cefálica.

Pel que fa a I'aparell reproductor, no tenen papil-la peniana i les parets de I'atri masculí es troben plegades.
Els testicles tenen una posició única entre la capa supraintenstinal i I'intestí. La vagina esta dirigida dors­

anteriorment, sense papil·les sensorials ni adencdáctils (Carbayo, 2003). Cephaloflexa bergi Graff 1899 s'ha

citat a Il localltats de Brasil (Carbayo i Froehlich, 2008)(Fig.IV-1).

Distribució C. bergi ..
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ES= Espfritu Santo

RJ= Rio de Janeiro
SP= Sao Paulo
PR= Paraná
sc= Santa Catarina
RS= Rio Grande do Sul

Figura IV-l. Mapa de la distribució de C. bergi al Bosc Atlántic de Brasil basat en dades publicades (Carbayo i

Leal-Zanchet, 2008) i resultats deis mostrejos d'aquesta tesi. Imatge: F. Carbayo.
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2. Geoplana goetsctii sensu Marcus (1951)
El genere Geoplana Stimpson, 1857 el formen Geoplaninae de cos allargat, amb

una sola ventrallj3 més ampla que el coso La musculatura subepiderrnica longitudinal esta
ben desenvolupada i la musculatura rnesenquimática longitudinal no existeix o esta poc

desenvolupada. Referent al copulador, hi ha papil·la peniana i el canal femení desemboca

dorsalment a I'atri. No tenen organs glandulars cefalics, papil·les sensorials ni adenodactils

(Carbayo, 2003). Pel que fa a Geoplana goetschi, hi ha certa controversia pel que fa a la

seva classificació. Geoplana goetschi sensu Marcus (1951), que difereix significativament
de Geoplana goetschi sensu Riester (1938). Riester va descriure l'especie amb manca

d'una papil-la peniana permanent, mentre que en una analisi posterior, Marcus i Froehlich

van trobar que tots els individus tenien una papil-la peniana permanent (Leal-Zanchet i

Carbayo, 2001). Segons Marcus, Geoplana goetschi compren animals de cos fins a uns 200

mm de longitud de cos pla i marges gairebé paral·lels al IIarg de tot el coso El dors és de

color groguenc amb taques de color oliva fose. La majoria deis animals tenen un parell
de bandes laterals groguenques. La boca i el porus genital es troben en el quart quarter
del coso Gracies a les peculiaritats histologiques del sistema muscular es pot reconeixer
de forma inequívoca el material descrit per Marcus. Temporalment l'especie goetschi s'ha
assignat al genere Geoplana, pero característiques de I'aparell copulador indiquen que en

un futur s'haura de redescriure I'especie i segurament assignar-Ia a un genere nou dins de

Geoplaninae.

o <00 �
Kilbmetres

Distribució G. goetschi sensu Marcus 1951

&

ES= Espfritu Santo

RJ= Rio de Janeiro

SP= Sao Paulo
PR= Paraná

SC= Santa Catarina

RS= Rio Grande do Sul

Figura IV-2. Mapa de la distribució de Geoplana goetschi sensu Marcus 1951 al Bosc Atlántic brasiler, basat en
dades deis mostrejos d'aquesta tesi, ja que les dades de Carbayo i Froehlich (2008) barregen les dues especies
(Geoplana goetschi Marcus i Geoplana goetschi Riester), de manera que no es poden distingir. Imatge: F.

Carbayo
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3. Geoplana quagga Marcus 1951

Es tracta d'organismes amb una franja dorsal mitjana de color blanc. Els ulls es

disposen en series simples, concentrant-se més al davant que no pas al darrere.

Pel que fa al copulador, els conductes eferents es disposen dorsalment als

ovovitel·loductes, dilatant-se a la zona post-faríngea, plens d'esperma. El conducte

ejaculador cornenca sent curt, estret i amb musculatura propia, dilatant-se quan entra al

bulb penia. Un anell muscular separa I'atri masculí del comú. L'atri femení és molt voluminós,
de superfície esférica, revestit d'un epiteli sense cilis.

Aquesta especie va ser una de les provades per I'estudi ñlogeográfic del Bosc

Atlantic, pero es va descartar per la seva poca variabilitat genética. Aquesta baixa diversitat

nucleotídica pot estar relacionada amb I'ecologia de l'especie, ja que aquesta és generalista
i és freqüent trobar-Ia en regions molt afectades per I'acció de I'home.

o eoc

�

ES= Espíritu Santo

RJ= Rio de Janeiro

SP= Sao Paulo

PR= Paraná
SC= Santa Catarina

RS= Rio Grande do Sul

Figura IV-3. Mapa de la distribueió de Geoplana quagga al Bose Atlántic de Brasil i detall del copulador segons

Mareus, 1951. Imatge: F. Carbayo.

257



Caracterització morfológica dels táxons estudiats

4. Enterosyringa pseudorhynchodemus Riester 1938

Aquesta especie fou primerament descrita com a Geoplana pseudorhynchodemus per
Riester (1938), i no va ser fins al 1990 quan Ogren i Kawakatsu van descriure el nou genere
Enterosyringa, al qual pertany aquesta especie en I'actualitat. Es tracta de geoplanínids de

cos linear i esvelt, amb una sola filera d'ulls marginals. La sola ventral ocupa un 50% de

I'amplada ventral, amb musculatura cutania fina especialment sota del peu arrossegador.
La musculatura cutánia és més forta que la parenqulmatica. Un sol canal intestinal

cutani s'obre a la cara ventral prop del copulador, amb testicles dorsals i papil-la penial
ben desenvolupada. El canal femení entra horitzontalment i els conductes ovovitel·lins

s'aproximen ventralment des de la part posterior. Ovaris posteriors, i més a prop de la base

de la faringe que de I'extrem anterior. E. pseudorhynchodemus es caracteritza per presentar
tots els caracters generals del genere, amb testicles en posició dorsal i el sistema nerviós

en forma de dos cordons longitudinals, a diferencia de la majoria de Geoplaninae. Aquesta
especie presenta la mateixa distribució que G. quagga. També va ser una de les candidates

a I'estudi filogeograñc, pero la seva mida petita generava dificultats per trobar-Ia, i molts

problemes a les extraccions de DNA, de manera que també es va descartar.

q i:9b

Enterosyringa pseudorhynchodemus (Riester, 1938)

Figura IV-4. Detall de I'aparell copulador de Enterosyringa pseudorhynchodemus, segons Riester, 1938

(superior). Imatge de l'especie (inferior). Foto: F. Carbayo.
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5. Choeradoplana iberingi Graff 1899
Els organismes pertanyents al genere Choeradoplana (Graff, 1896) són geoplanids de

cos allargat, sola ventral Ilarga, ocupant més d'un terc de la longitud del coso Musculatura

longitudinal cutania forta, presentant ventralment una porció interna del plexe nerviós

cutani. Tenen una musculatura longitudinal parenquimatica molt prima o absent. Els

testicles són dorsals. L'extrem cefalic té un órgan musculo-glandular. Sense papil-Ies
sensorials i aparell copulador sense adenodáctíls (Froehlich, 1955). Choeradoplana iheringi
(Graff, 1899) és l'especie tipus del genere, assignada per Froehlich al 1955. Presenta una

musculatura subcutania formada per tres capes musculars subepitelials (circular, obliqua
i longitudinal). El canal femení entra a I'atri genital dorsalment. Segons la redescripció de

Leal-Zanchet i de Souza (2003) el seu dors sol ser marró o color crema amb petites taques
de color marró fosc o ciar i els ulls marginals. L'extremitat anterior del cos esta enrotllada

dorsalment, tant si esta reptant com si es troba en repos (Fig. IV-S). Pel que fa a I'anatomia

interna, la faringe és de tipus campaluniforme (potser com adaptació a alguna presa) i no

tenen esofag, de manera que la cavitat intestinal es comunica directament amb la Ilum de la

faringe. La vesícula prostática o seminal té dues regions, una interna tubular i I'altra externa,
de forma variable, molt ben comunicades amb I'atri masculí, que és ciliat. La vagina té

forma de e, corbada dorso-anteriorment i és folrada per epiteli cilíndric pseudoestratificat.
L'atri femení és allargat i ciliat. Donat que no tenen papil·la peniana (tret característic del

genere), la regió externa de la vesícula prostática es comunica directament amb la regió
interna de I'atri masculí, sense la intervenció d'un conducte ejaculador. Corn a peculiaritat,
hi ha espermatozous associats a secrecions formant conglomeracions semblants a

esperrnatofors.
Pel que fa a la seva ecologia, aquesta especie té preferencia per habitats més alterats,

de manera que pot ser un bon indicador biologic de les pertorbacions que pugui haver patit
l'hábitat en el qual es trobi (Carbavo i col. 2002). Es va provar per fer estudis filogeográñcs,
pero va resultar ser poc variable a nivell genetic,

">Ve:!/
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5= Espíritu Santo

RJ. Rio de Janeiro

SP=Sio P.... lo

DistñbuciQ C. iheringi ....

PR= P...."",

se- Santa Ültarina
RS= Rio Grande do SUI

MG. Min... Gerais

Figura IV-S. Mapa de la distribució de Choeradoplana iheringi amb detall del copulador segons Leal-Zanchet i

Simone, 2003. Imatge: M. Álvarez-Presas.
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6. Issoca sp. nov.
El genere Issocafou descrit per Froehlich al1955 per a geoplanids de cos allargat i sola

ventral allargada, ocupant més d'un terc de la longitud del coso Igual que Choeradoplana,
amb musculatura longitudinal cutania forta i la parenquirnática molt fina o absent. També

presenta els testicles dorsals i I'extremitat cefálica amb un órgan musculo-gladular, de

superficie adhesiva. Sense papil-las sensorials i sense adenodactils al copulador. Tampoc
presenta papil·la peniana, en general, o és intra-atrial. En particular, l'especie nova, que

s'ha trabat només a dues localitats (Fig. IV-6), es caracteritza per ser gran (fins a 12 cm de

longitud). Té el dors i el ventre de color blanc, amb el cap de color ataronjat, amb un parell
de línies negres medials separades per una banda blanca mitjana groga sobre la qual hi ha
una línia negra. Les regions laterals tenen taques arrodonides negres. La boca es traba en

el cinque anterior de la bossa faríngea, i la faringe és cilíndrica. L'aparell copulador té una

vesícula prostática extrabulbar, piriforme, amb expansions laterals a la seva regió proximal.
La papil·la peniana és tronc-conica, disposada obliquament cap al ventre, menor que I'atri

masculí. L'atri femení és ampli i sense plecs, en forma d'embut, tan lIarg com el masculí i

ampliarnent comunicat amb aquesto La descripció morfológica d'aquesta especie encara no

ha estat publicada, i sera una de les feines futures d'aquesta tesi.

Distribució Issoca sp. nov. ...

ES= Espíritu Santo

RJ= Rio de Janeiro

SP= Sao Paulo

PR= Paraná

sc= Santa Catarina

RS= Rio Grande do Sul

Figura IV-6. Mapa de distribució (on s'ha localitzat fins al moment, dins d'aquesta tesi) i imatge de la nova

especie del genere Issoca cedida per F. Carbayo.
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7. Geoplana goetschi sensu Riester (1938)
Segons una descripció de Froehlich (1956), són animals que per morfologia externa

tenen el dors de color castany-ocre, amb una línia al mig fina, al marge una línia castany fosc

(quasi negre) que per dins és groga. El ventre és de color crema i I'extrem anterior acostuma

a ser més fosc. Pel que fa al copulador, no presenten papil·la peniana (tret que diferencia

aquesta especie de la descrita per Marcus al 1951 i de la que hem parlat anteriorment,
Geoplana goetschi sensu Marcus (1951)), que és substituida a I'atri masculí per un plec
circular.

Distribució Geoplana goetschi sensu Riester 1938 /:,
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ES= Espíritu Santo

RJ= Rio de Janeiro

SP= Sao Paulo
PR= Paraná
sc= Santa Catarina

RS= Rio Grande do Sul

Figura IV-7. Mapa dela distribució de Geoplana goetschi sensu Riester 1938 segons les dades obtingudes en

aquesta tesi. Detall de I'aparell copulador de segons Carbayo, 2003 i imatge cedida per F. Carbayo.
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8. Microplana terrestris Müller 1774

Microplana terrestris va ser la primera planária terrestre descrita i és considera la més

abundant. Alguns deis caracters del genere Microplana (definit per Kawakatsu i col. al 2003)
són: "Micraplaninae amb el cos allargat i arrodonit, amb dos ulls petits, amb un penis ben

desenvolupat a I'aparell copulador masculí, amb papil·la peniana i I'aparell femení amb un

sol canal (vagina), desembocant a I'atri comú; sense adenodactils, ventoses o tentacles".

Microplana terrestris presenta aquests carácters, i d'altres que el defineixen com especie.
Són organismes d'uns dos centímetres de longitud i 1 a 2 mm d'ample, amb el color del

cos gris, marronós o negre pero fa sola ventral de color blanc. Amb el cos cilíndric, I'extrem
anterior és arrodonit, amb dos ulls petits als laterals (Johns, 1998; Jones, 2005). L'anatomia
interna és ben coneguda, com s'ha descrit anteriorment i es pot observar a la figura (Fig.
IV-8). És possible que després deis resultats obtinguts en aquesta tesi, la distribució de

M. terrestris canviY, ja que és possible que alguns deis registres que hi ha de l'especie a

Europa realment correspongui a alguna de les variants rnoleculars que s'han trabat, i que

possiblement esdevindran noves especies, molt semblants per morfologia externa a M.

terrestris i facils de confondre.
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Figura IV-S. Mapa de distribució de Microplana terrestris a Europa segons dades de www.faunaeur.org/
distribution.php amb detall de I'anatomia interna de I'aparell copulador segons Ogren, 1984. Imatge: E.

Mateos.
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