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Resumen

Los féridos, también conocidos como moscas jorobadas, representan posiblemente una
de las familias de dipteros mas diversas alrededor del mundo, ademds de presentar una
amplia variedad de habitos comportamentales, lo que les confiere un importante papel
en la dindmica ecoldgica de los ecosistemas. Aun asi, este grupo ha sido poco
estudiado y nulamente tomado en cuenta en inventarios de biodiversidad debido
principalmente a la dificultad en la determinacion de sus diminutas especies. En este
sentido, los cddigos de barras de ADN han probado ser de especial utilidad en la
discriminacion de unidades taxonémicas operacionales (OTUSs) en ausencia de claves
para especies. Es por ello que en el presente trabajo, se proponen codigos de barras
moleculares para la identificacion taxonomica de morfoespecies de Phoridae
previamente clasificadas en base a su morfologia, de tal manera que se pueda
contribuir al conocimiento de la fauna de estos dipteros en los bosques nublados del
Noroccidente de Ecuador, debido a la relevancia que estos habitats presentan en el
ambito de la conservacion, puesto que estan reconocidos entre los “hots-spots” mas
importantes del mundo. En total se proponen 52 secuencias como codigos de barras
moleculares, distribuidos en 8 géneros y 36 morfoespecies, cuyos vouchers se
encuentran depositados en la coleccion del Museo de la Escuela Politécnica Nacional
(MEPN). Los andlisis geneéticos, en particular las divergencias nucleotidicas entre
secuencias, mostraron una distancia genética superior al 2 %, concluyendo asi que el
gen mitocondrial CO1 resulta de gran utilidad para la identificacién de especies de la

familia Phoridae.

Palabras clave: Phoridae, morfoespecie, codigo de barras de ADN, gen citocromo

oxidasa 1, distancia genética.



Abstract

The phorids, also known as humpback flies, represent possibly one of the most diverse
families of diptera around the world, in addition to presenting a wide variety of
behavioral habits, which gives them an important role in the ecological dynamics of
ecosystems. Even so, this group has been little studied and is not considered in
biodiversity inventories due mainly to the difficulty in determining its tiny species. In
this sense, DNA barcodes have proven to be especially useful in the discrimination of
operational taxonomic units (OTUSs) in the absence of keys for species. That is why in
the present work, molecular bar codes are proposed for the taxonomic identification of
morphospecies of Phoridae previously classified based on their morphology, in such a
way that it can contribute to the knowledge of the fauna of these diptera in the cloud
forests of the Northwest of Ecuador, due to the relevance that these habitats present in
the conservation field, since they are recognized among the most important hotspots
in the world. In total, 52 sequences are proposed as molecular barcodes, distributed in
8 genera and 36 morphospecies, whose vouchers are deposited in the collection of the
Museum of the National Polytechnic School (MEPN). The genetic analyzes, in
particular the nucleotide divergences between sequences, showed a genetic distance of
more than 2%, thus concluding that the mitochondrial gene CO1 is very useful for the

identification of species of the family Phoridae.

Key words: Phoridae, morphospecies, DNA barcode, cytochrome oxidase 1, genetic

distance.



Introduccioén

En Ecuador existe una gran variedad de ecosistemas que albergan a una alta diversidad
bioldgica, tanto de plantas como animales, razén por la cual es considerado como un
pais megadiverso. Esta riqueza bioldgica se debe en parte a que Ecuador posee varios
tipos de bosques en una de las regiones biogeogréaficas mas biodiversas del mundo, la
Region Neotropical (Cisneros-Heredia, 2006). Sin embargo, factores como el avance
de la frontera agricola, la explotacion indiscriminada de los recursos naturales como
el petréleo, las fuentes de agua, los minerales, entre otros, han ocasionado la pérdida
progresiva de la cobertura vegetal, especialmente en los trépicos (Arima, et al., 2014;
Morales-Barquero, et al., 2015) y por consiguiente la pérdida de gran parte de la
diversidad desarrollada en estos habitats; es por ello que los bosques nublados del
Noroccidente de Ecuador constituyen uno de los ultimos refugios para el albergue de

una amplia diversidad de organismos.

Los bosques nublados del Noroccidente de Ecuador presentan ecosistemas dominados
por una rica vegetacion constituida principalmente por epifitas como orquideas,
helechos y bromelias (Valencia, et al., 1999); y en cuanto a su fauna, ésta se encuentra
conformada por un alto grado de endemismo tanto de pequefios vertebrados, como de
invertebrados (Villamarin & Mena, 2009). No obstante el conocimiento de la biologia,
ecologia e historia natural de estos animales, es practicamente nulo, lo cual se refleja
en el escaso numero de investigaciones relacionadas, en particular, a la fauna de
insectos cuya importancia en el equilibrio ecologico del medio natural es evidente,
proporcionando roles claves en los ecosistemas, como la polinizacién, descomposicion
de materia muerta, fertilidad y aireacion del suelo, regulacién de poblaciones, entre

otros (De la Cruz, 2005). Una significativa proporcion de individuos, dentro de los



insectos, que habitan en estos bosques nublados esta conformada por moscas (Diptera)
(Roy B. & Troya A., com. pers., 2016). Debido a la gran abundancia y distribucion
que los dipteros presentan alrededor del mundo, son vitales las investigaciones
referentes a este grupo de insectos, en estudios de diversidad, relaciones entre especies,

comportamiento y relacion con el medio ambiente (Carles-Tolra, 2015).

Recientes estudios bioldgicos y desarrollo de inventarios de moscas en varias
localidades de bosques nublados del Noroccidente de Ecuador reportan que los
Phoridae o moscas jorobadas, representan una de las familias de dipteros mas
abundantes en estos ecosistemas (Roy B. & Troya A., com. pers., 2016). Disney (1994)
menciona que los Phoridae poseen una amplia variedad de habitos comportamentales,
lo cual incrementa su importancia en varias lineas de investigacion ecoldgicas. Varios
autores afirman, a través de sus estudios, que la importancia ecoldgica de los Phoridae
comprende los siguientes beneficios: consumen materia organica en descomposicion
(Disney, 1994), son polinizadores (Albores-Ortiz & Sosa, 2006; Borba & Semir,
2001), son utilizados en programas de control biolégico (Uribe, 2013), entre otros,
sumandose a ellos ciertos prejuicios que también se los atribuye, como ser causantes
de dafios a sistemas agricolas (Garcia-Morras, et al., 2000), y ocasionar enfermedades
parasitarias (Brown B. V., 2010). Por lo tanto, estudios dirigidos a la identificacion de
especimenes de esta familia, resultan de vital importancia no solo para promover la
conservacion de la riqueza bioldgica del sector, sino también para comprender el papel

que cumplen estos individuos en la dinamica ecologica del ecosistema.

En Ecuador, los estudios relacionados a este grupo de dipteros son practicamente nulos

(Web of Science, palabras clave: Phoridae, Ecuador, taxonomy), debido



principalmente a la dificultad en la determinacion taxondmica de gran parte de sus
especies, por lo que su importancia ecoldgica ha sido subestimada (Disney, 1994). Es
asi que el uso de herramientas moleculares, particularmente los barcodes o cddigos de
barras moleculares basados en amplificaciones de subunidades | y Il del citocromo
oxidasa (Harvey, Dadour, & Gaudieri, 2003; Zehner, et al., 2004), constituyen en la
actualidad una alternativa que facilitara la identificacion de especies y contribuira a
revitalizar las colecciones bioldgicas, asi como también acelerar inventarios de la

biodiversidad (Gregory, 2005; Hebert & Gregory, 2005; Schindel & Miller, 2005).

El objetivo de la presente investigacion, es generar codigos de barras moleculares,
mediante la amplificacion de una region del gen Citocromo Oxidasa 1 (CO1), para
dipteros de la familia Phoridae, de tal manera que se pueda contribuir junto con los
andlisis morfoldgicos, a una correcta identificacion taxondmica de estos organismos
que por metodos tradicionales resultan dificiles de determinar. Para ello se
identificaron morfoldgicamente un total de 200 individuos depositados en la Coleccion
del Museo de la Escuela Politécnica Nacional (MEPN); posteriormente se procedieron
a realizar los analisis moleculares, que incluyeron: extraccion de ADN, amplificacion
y andlisis bioinformaticos con el fin de analizar las divergencias intra e
interespecificas, asi como también la construccion de arboles filogenéticos mediante
méaxima verosimilitud e inferencia bayesiana, que corroboren a la identificacion
molecular de las morfoespecies previamente clasificadas. Finalmente, aquellas
morfoespecies identificadas tanto morfologica como molecularmente, seran
propuestas como cddigos de barras moleculares que posteriormente seran cargadas a
la plataforma BOLDSYSTEM (Ratnasingham & Hebert, 2007) después de una

revision hecha por un especialista.



Capitulo 1

Marco conceptual

1.1. Biodiversidad

La biodiversidad o diversidad bioldgica es un término cuya definicién ha sido
susceptible de varias controversias debido a los amplios conceptos que engloba, asi
como la ausencia de pardmetros adecuados para su medicién (Hurlbert, 1971; Salt,
1979), éstos han hecho de su definicion un concepto poco claro que ha venido siendo
utilizada en una multitud de contextos. De Mas Castroverde (2007) menciona que, en
la actualidad, la biodiversidad “es un indicador del estado de los sistemas biologicos

que se utiliza ampliamente para fines de conservacion y gestion ambiental” (pag. 17).

Hubbell (2001) define a la biodiversidad como sinbnimo de la riqueza de especies y
su abundancia relativa en el espacio y tiempo, posterior a ello, Magurran (2004) utiliza
como concepto de biodiversidad a la variedad y abundancia de especies en una unidad
de estudio definida. Sin embargo, apoyado en las premisas anteriores, De Mas
Castroverde (2007) manifiesta que “la diversidad bioldgica no depende solo de la
riqueza de especies, sino también de la dominancia relativa y la abundancia de cada

una de ellas, considerandose mas diversa una comunidad méas equitativa” (pag. 18).

1.2. Bosques nublados

Una de las definiciones mas acordes de los bosques nublados, es la propuesta por
Hamilton, Juvik, & Scatena (1995), quienes manifiestan que los bosques nublados
constituyen ecosistemas forestales con una flora y estructura caracteristicas, se

encuentran por lo general en franjas altitudinales caracterizados por una cobertura de
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nubes persistente o estacional, cuya precipitacion se encuentra en rangos anuales de
500 a 10000 mm, éstos bosques presentan una alta proporcion de epifitas, entre ellas:
briofitas, liquenes y helechos; los suelos son normalmente hiimedos y presentan una
gruesa capa de materia orgéanica humificada; y en cuanto a su biodiversidad, éstos
ecosistemas presentan altos grados de endemismo y de riqueza biolégica concentrada

principalmente en los arboles.

Por otro lado, el clima de estos ecosistemas es templado célido con temperaturas
promedio mensuales entre 20 y 30 °C, encontrandose también temperaturas bajas,
correspondientes a 10 °C en las areas subtropicales en invierno, llegando incluso a
heladas en los extremos latitudinales de su distribucion en paises como México y

Argentina (Brown & Kappelle, 2001).

A nivel mundial, los bosques nublados por encima de los 1000 m.s.n.m. representan
unos 48 millones de ha, de las cuales aproximadamente el 50% se encuentra en
América Latina (Kapos, Rhind, Edwards, Price, & Ravilious, 2000), cuyos valores de
diversidad biologicas son considerados, la mayoria de origen andino, lo cual evidencia
un extraordinario aporte de la orogenia andina al desarrollo de la diversidad

neotropical (Van der Hammen & Hooghiemstra, 2001).

1.2.1. Bosques nublados de Ecuador

En el Ecuador, los bosques nublados se encuentran ubicados en las laderas de las zonas
montafiosas, a ambos lados de la cordillera andina (Villamarin & Mena, 2009). Segun
Valencia et al. (1999), estos ecosistemas pertenecen a la formacion vegetal de Bosque

de neblina montano ubicada entre los 1800 y 3000 m de altitud. Datos reportados por



Brown & Kappelle (2001) manifiestan que el Ecuador posee una superficie total de
bosques nublados de 11°200000 ha, sin embargo, tan solo 1°448700 ha corresponden
a superficies protegidas. Es por esta razon que estudios que impulsen al desarrollo de
estrategias de conservacion de la biodiversidad presente en estos bosques, son

primordiales.

En cuanto a la dindmica ecoldgica en estos ecosistemas, Brown & Kappelle (2001)
mencionan que interacciones planta-animal vinculados a procesos de polinizacién en
los bosques nublados, son poco explorados. Sin embargo, datos reportados en México
establecen que aproximadamente el 75 % de especies vegetales son polinizadas por
animales, principalmente insectos. En este sentido, informacion proporcionada por
Roy B. & Troya A (com. pers., 2016), quienes se encuentran haciendo estudios en
bosques nublados del Noroccidente de Ecuador, manifiestan que una gran proporcion
de insectos, particularmente del orden diptera, se encuentran asociados a las orquideas
del sector, lo cual sugiere que los dipteros cumplen un papel muy importante en la

polinizacion de orquideas en los bosques nublados andinos.

1.2.1.1. Flora

Los bosques nublados comprenden vegetacion arborea con alturas entre 20 y 25 m, en
su mayoria cubiertos por abundantes epifitas, principalmente musgos, que mantienen
una gran cantidad de humedad, debido a la condensacién de las masas de aire himedo
en sus estructuras (Villamarin & Mena, 2009); ademas existe una amplia proporcion
de especies de la familia Orchidaceae (Suérez, et al., 2006). Datos obtenidos de
inventarios realizados en los alrededores del rio Cayapas, Noroccidente de Ecuador,

reportan la presencia de una mayor proporcion de plantas esciofitas (tolerantes a la



sombra) que heliéfitas (plantas que requieren luz para crecer) (Palacios & Jaramillo,
2004). Los bosques del Noroccidente de Ecuador son considerados entre los mas
diversos del mundo, esto basado en registros de alrededor de 1300 especies de plantas
vasculares, pertenecientes a 136 familias, en menos de 1 km? en el centro cientifico
Rio Palenque (Dodson & Gentry, 1978). Se estima que alrededor del 20% de la flora

del occidente de Ecuador es endémica de esa region (Gentry, 1982).

1.2.1.2. Fauna

La topografia de este ecosistema ha permitido el mantenimiento de especies
amenazadas como el 0so de anteojos, caracteristico de la zona andina; ademas existe
un alto grado de endemismo de pequefios vertebrados, entre los méas frecuentes se
encuentran: murciélagos de listas blancas, ratones alto andinos y ranas terrestres
(Villamarin & Mena, 2009), siendo particularmente en el grupo de los anfibios, uno
los paises con mayor diversidad en el mundo junto con Colombia y Brasil (Brown &
Kappelle, 2001). Estudios recientes, resaltan ademas la presencia de una cierta
diversidad de reptiles en bosques hiumedos del occidente de Ecuador (Hamilton,
Mouette, & Almendériz, 2014). Mientras que, con respecto al grupo de las aves,
Navarrete (2010) menciona alrededor de 46 aves endémicas de las estribaciones
noroccidentales de los Andes del Ecuador. En cuanto a los insectos, Brown & Kappelle
(2001) manifiestan que estos organismos representan uno de los grupos con mayor
riqueza bioldgica en los bosques nublados y por lo general poco estudiados. En este
sentido son pocos los estudios relacionados a la fauna del orden Diptera presente en
los bosques nublados, sin embargo, una de las familias a las que mas se ha prestado
atencién es Drosophilidae, encontrandose en recientes estudios 13 nuevas especies

registradas en bosques nublados de Intillacta y Guajalito (Cabezas, 2012).



1.2.2. Amenazas que enfrentan los bosques nublados

Brown & Kappelle (2001) mencionan que la situacion actual en general de los bosques
nublados es sumamente critica ya que se han convertido en uno de los sistemas que se
estan transformando con mayor rapidez Gltimamente, esto debido principalmente a
problemas politico-econémicos que llevan a muchos de los pobladores a colonizar
areas virgenes en busca de un sustento a través de la explotacion indiscriminada de
recursos, intensificando cada vez mas los procesos de degradacion. Dodson & Gentry
(1991) sefialan que en el Ecuador, los bosques nublados han desaparecido
completamente del Valle Central, quedando solo el 4% de los que ocupaban la
vertiente occidental. Por su parte, Sarmiento (2001) explica que los causantes de los
procesos de sabanizacion y deforestacion en estos ecosistemas, se atribuyen a la
sustitucion de los paisajes de bosques por potreros, campos de cultivo y plantaciones

con especies exaticas.

Estos procesos de degradacion son tan intensos, siendo asi que especies de los bosques
nublados como los monos arafia (género Ateles), la danta centroamericana (Tapirus
bairdii), el tapir sudamericano (Tapirus terrestris), el oso de anteojos andino
(Tremarctos ornatus) y el tigre (Felis onca) estan desapareciendo a un ritmo alarmante
y con ello también la capacidad de dispersion de muchas especies de plantas (Young,

1990; Varela & Brown, 1995).

En cuanto a esfuerzos por tratar de frenar esta constante pérdida de biodiversidad
Brown & Kappelle (2001), recalcan la importancia en la generacion de conocimiento
de manera que se puedan impulsar y/o elaborar planes regionales de conservacion y

desarrollo asociadas a la preservacion de la biodiversidad.



1.3. Dipteros: Familia Phoridae

1.3.1. Aspectos generales

Los Phoridae, o féridos, se los conoce vulgarmente también con el nombre de moscas
jorobadas o moscas escudo (Disney, 1994; Brown B. V., 2010), su nombre deriva del
latin Phora que significa movimientos répidos, destacando asi la principal
caracteristica de estas moscas, que es su rapida huida. Esta familia presenta una larga
historia evolutiva, por lo que conocimientos detallados de estos dipteros son

importantes en estudios de evolucion (Disney, 1994).

La familia Phoridae muestra una amplia distribucion mundial (cosmopolita),
existiendo una mayor diversidad de especies en la region Neotropical que en la region
Neértica (Brown & Feener, 1995). En este sentido, Brown (2004) menciona que una
de las regiones poco estudiadas, es la region Neotropical, donde las 1000 especies
descritas en investigaciones anteriores, representan quizas sélo del 10 al 20 % del total
real. Disney (1994), especialista en el estudio de los foridos, menciona que estos
dipteros se encuentran entre las familias biolégicamente mas diversas de insectos, y
que ademas presentan una amplia variedad de habitos larvarios, habiendo especies

saprofagas, herbivoras, carrofieras, fungivoras, depredadores, parasitas y parasitoides.

Los féridos adultos presentan una alimentacion variada, obtienen sus alimentos de las
secreciones azucaradas que producen otros insectos, del néctar y polen de las flores,
de levaduras, de esporas y de fluidos de carrofia (Disney, 1994; Fadamiro & Chen,
2005), incluso también de fluidos que segregan otros insectos o parasitando a los

mismos, tales como las hormigas (Brown & Feener, 1991; Uribe, 2013), abejas



(Nogueira, 1997; Uribe, Idarraga J. J., & ldarraga H. R., 2015), termitas (Disney,

Neoh, & Lee, 2009), escarabajos (Disney, Zvereva, & Mostovski, 2001), entre otros.

1.3.2. Caracteristicas morfoldgicas

Ament & Brown (2016) mencionan que los foridos comprenden moscas pequefias,
cuyo tamafio varia entre 0.5 — 4 mm, y que por lo general estan provistas de varias
setas en muchas de sus estructuras. A menudo, sus especies son de colores oscuros,
pudiendo ir desde el negro hasta el blanco, aunque también pueden presentar colores

Ilamativos como el amarillo y el naranja (Disney, 1994).

Carles-Tolra (2007) en base a los caracteres diagnosticos de esta familia, manifiesta
que estos dipteros se reconocen muy facilmente por las alas, al presentar la vena costal
y las venas radiales juntas y muy cortas, de esta manera no llegan a sobrepasar los dos
tercios de las alas, pudiendo incluso ser mas cortas. Las cuatro venas restantes en
contraste a las anteriores son mas débiles y ademas las venas transversales son
completamente ausentes. Otra caracteristica de esta familia es que las setas mas
grandes pueden llegar a ser plumosas, en especial las que se encuentran en las patas y

en la cabeza (Disney, 1998).

Otras caracteristicas morfologicas y de diagnostico de la familia Phoridae son las
siguientes: la cabeza presenta por lo general 12 setas frontales, distribuidas en tres filas
horizontales, cada fila con 4 setas; a menudo presentan uno 0 mas pares de setas supra-
antenales; las antenas estan constituidas por tres segmentos, de las cuales el tercer
segmento (primer flagelémero o postpedicelo) oculta usualmente al segundo segmento

(pedicelo); el torax presenta un prominente pronoto, dandoles el aspecto de moscas
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jorobadas; el escutelo generalmente presenta dos pares de setas, las posteriores mas
grandes que las anteriores; poseen fémures traseros bien desarrollados y aplanados
lateralmente; las tibias normalmente muestran largas setas, la mayoria de géneros
presenta al menos una fila de setas empalizadas; las hembras presentan el abdomen
dividido en 10 segmentos, los 6 primeros pueden reducirse de nimero y tamafio,
mientras que el ovopositor se forma a partir de los segmentos 7 al 10; en los machos
se ausentan los segmentos 7 y 8, a continuacion del segmento 6 sigue el hipopigidio
que es el segmento 9 modificado en el segmento genital, y el 10 que es el segmento
anal (Disney, 1994; Brown, B. V., 2010; Ament & Brown, 2016). En las figuras 1 y 2
se presentan los caracteres diagndésticos en la familia Phoridae, y las diferencias entre

macho y hembra en cuanto a los segmentos terminales, respectivamente.

Caracteres diagnosticos de la familia Phoridae

_
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Figura 1. (A) Megaselia sp. hembra; (B) Vista frontal de la cabeza de Megaselia sp., (C) Vista
frontal de la cabeza de Dohrniphora sp; (D) Venas longitudinales de las alas.

Abreviaturas: pr, pronoto; prifla, primer flagelomero; fem, fémur; s spant, setas supra-antenales; C,
costa; Sc, subcosta; R, radial; M, medial; Cu, cubital; A, anal. Vena transversal: h, humeral. Celdas:

br, 12 basal; bm, 22 basal; cup: celda cup.

Fuente: Uribe, 2013.
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Diferencias entre macho y hembra en los segmentos terminales

hipo

Figura 2. (A) Dohrniphora sp. hembra; (B) Coniceromyia sp. hembra; (C) Dohrniphora sp. macho.
Abreviaturas: ovi, ovipositor; hipo, hipopigidio.

Fuente: Uribe, 2013.

1.3.3. Clasificaciéon taxonémica

La familia Phoridae pertenece al orden Diptera y son clasificadas como base del grupo
de las Cyclorrhapha, presentandose como grupo hermano de la familia Ironomyiidae,
y con varias relaciones con Lonchopteridae, Platypezidae, y Opetiidae (Brown, B. V.,
2010; Wiegmann, et al., 2011). EI nimero de especies descritas hasta el momento
sobrepasa los 4000, segun estimaciones de Disney (1994) la verdadera riqueza de esta

familia podria oscilar entre 20000 a 50000 especies.

La clasificaciéon intrafamiliar de Phoridae se ha encontrado susceptible de varias
discusiones, sin embargo, una de las clasificaciones mas acertadas recientemente, es
la propuesta por Brown, Amorim, & Kung (2015), quienes proponen 5 subfamilias

perteneciente a Phoridae (Figura 3), de las cuales Chonocephalinae es propuesta como
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una nueva subfamilia, puesto que se presenta como un grupo hermano de las

subfamilias restantes.

Clasificacion taxonémica de la familia Phoridae

Dominio: Eukarya
Reino: Animal
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Suborden: Brachycera

Infraorden: Muscomorpha

Saper familia: Phoroidea

Familia: Phoridae

Subfamilias: Sciadocerinae
Chonocephalinae
Termitoxeniinae
Phorinae
Metopininae *

Figura 3. Clasificacion taxonémica de la familia Phoridae segin Brown, et al., 2015.

Fuente: Uribe, 2013.

Dentro de la subfamilia Metopininae existen dos generos problematicos, Megaselia y
Metopina-group, de los cuales Megaselia representa el grupo mas grande y diverso
de la familia Phoridae, ocupando casi la mitad de las especies descritas, sin embargo,
muchas de los individuos de este género resultan dificiles de determinar haciendo que
muchas claves taxondmicas pierdan su validez, ademas de que algunos autores
plantean la posibilidad de que Megaselia constituye un grupo parafilético (Brown B.
V., 2010). Investigaciones recientes sobre Megaselia por parte de Hartop & Brown
(2014), mencionan de igual manera la escasez de recursos taxondmicos actualmente
disponibles que permitan la identificacién de cientos de especies de Megaselia
desconocidas, proponiendo asi métodos de descripcién simplificados para taxones

dificeles de tratar.
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1.3.4. Importancia ecoldgica

Phoridae se constituye como una familia bilégicamente diversa y con una larga historia
evolutiva, mostrando un gran nimero de especies, asi como también una variedad de
habitos de vida tanto en fase larvaria como adulta; Disney (1994) los considera dignos
de estudio, ya que caracteristicas como estas les permite estar presentes en una
variedad de ecosistemas, desempefiando funciones importantes que abren la
posibilidad de usar estos organismos para fines como: polinizadores de plantas, tales
como especies de orquideas del género Pleurothallis (Borba & Semir, 2001) y del
género Acianthera (Melo, Taucce, & Borba, 2011), ambas polinizadas por Megaselia
spp.; en entomologia forense, debido a su papel determinante en la descomposicion de
materia organica muerta, donde la especie mas estudiada es Megaselia scalaris (Reibe
& Madea, 2010), trabajos recientes reportan ademas a especies como Dohrniphora
cornuta asociados a cadaveres humanos (Disney, Garcia, Lindstrom, & Manlove,
2014); en el control bioldgico de plagas, ya que muchas de las larvas de un
considerable nimero de especies son parasitoides o depredadores especializados
(Disney, 1994), un ejemplo de ello son los féridos Pseudacteon spp. los cuales ayudan
al control bioldgico de Solepnosis invicta,una especie de hormigas introducida que
representa una amenaza ecoldgica y econdmicamente significativa para los sistemas
que invade (Puckett & Harris, 2010); y también son usados como indicadores del
estado de conservacion de habitat terrestres, debido a su riqueza y diversidad bioldgica

(Durska, 2013; Garcia, 2014).

Por otro lado, Disney (1994) también describe aspectos negativos, siendo uno de ellos
la conformacion de plagas como el caso de Megaselia halterata que afectan a cultivos

de champifiones, alimentandose del micelio del hongo cuando la mosca se encuentra
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en su etapa larvaria (Navarro, Escudero, Ferragut, Lépez-Lorrio, & Gea, 2001), se ha
encontrado también a larvas de Megaselia scalaris infestando platanos maduros, lo
cual representa un peligro para la salud humana por el consumo de este alimento
(Karunaweera, lhalamulla, & Kumarasinghe, 2014); los foridos pueden también
provocar efectos indirectos en el control bioldgico de plagas, en este sentido Pardee &
Philpott (2011) mencionan que Pseudacteon spp. afecta negativamente a la capacidad
de las hormigas Azteca instabilis para limitar los ataques del barrenador del café
(Hypothenemus hampei); y también se encuentran involucradas en algunos casos de
miasis tanto en el hombre como en animales, siendo las especies mas comunes

Megaselia scalaris y Dohrniphora cornuta (Brown B. V., 2010).

1.4. Técnicas de analisis de ADN en sistematica molecular

Tal y como menciona Lanteri, Loiacono, & Margaria (2002), en los altimos veinte
afios han surgido una serie de cambios importantes dentro de los avances en las
ciencias biologicas, permitiendo resolver una serie de problemas a traves de la
aplicacion de técnicas moleculares del ADN. La aplicacion de este tipo de técnicas
asociadas con los conocimientos filogenéticos ha tenido gran impacto en las
clasificaciones bioldgicas, interpretacion de procesos evolutivos, estudio de vias de
dispersion (filogeografia) y la estimacion de edades geoldgicas mediante relojes

moleculares (Avise, 1994).

1.4.1. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica permite amplificar selectivamente fragmentos pequefios de ADN a partir

de cantidades pequefias de tejidos frescos, conservados, congelados e incluso de
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material fosil, contribuyendo de esta manera en varios estudios de sistematica
molecular (Palumbi, 1996). De acuerdo al gen a amplificarse (sea este nuclear,
mitocondrial, o de otro organelo) es posible realizar un analisis comparativo del mismo
a lo largo de la evolucién, permitiendo asi la comparacién entre individuos muy
distantes filogenéticamente y de esta manera poderlos caracterizar molecularmente
(Lbpez, 2004). Para el anélisis comparativo de secuencias moleculares, es conveniente
elegir entre una 0 mas moléculas, segun el problema que se plantee, siendo asi que
genes 0 regiones muy conservadas y de gran tamafio se utilizan para resolver
parentescos lejanos (reinos, filos, clases u érdenes); genes o regiones moderadamente
conservados para resolver parentescos en los niveles medios de la jerarquia (orden,
familia, género); y las regiones variables y/o regiones no codificadores (espaciadores,
intrones) son Utiles para resolver parentescos cercanos (géneros, especies, variedades)
(Moreno, 2005). En cuanto a las secuencias de ADN propuestas para investigaciones
filogenéticas de dipteros, Gibson et al. (2011) proponen varias regiones de genes
mitocondriales y nucleares, entre ellas: subunidad ribosémica pequefia (12S),
citocromo b (Cytb), subunidad I de citocromo oxidasa (CO1), ARN ribosémico (28S),
alanil-ARNt sintetasa (AATS), carbamil fosfato sintasa de CAD (CAD), factor de
elongacion-l1a (EF-1a), 6-fosfogluconato deshidrogenasa (PGD), triosa fosfato

isomerasa (TPI), white y wingless.

Varias técnicas moleculares basadas en PCR han sido utilizadas en los ultimos afios
tanto en areas de la sistematica, como en estudios de genética de poblaciones, entre
ellas se encuentran: RFLP (analisis de polimorfismos para la longitud de fragmentos

de restriccion) y RAPD (analisis al azar de polimorfismos del ADN), huellas digitales
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del ADN y secuenciacion del ADN mitocondrial (Lanteri, et al., 2002; Alvarez,

Menalled, & Hoy, 2005).

1.4.2. Codigos de barras de ADN

El término cédigo de barras del ADN (DNA barcode) fue adoptado por Hebert,
Ratnasingham, & Waard (2003), con la pretension de generar un inventario de
secuencias de ADN de todos los animales y de esta manera poder utilizarlo para
gestionar la biodiversidad e identificar cualquier taxdn. Segun los autores, como las
secuencias de ADN son especificas para cada especie, estas podrian utilizarse como
cddigo de barras genéticos. En teoria, la presencia de cuatro bases nitrogenadas (A, T,
C, G) en cada una de las cadenas del ADN, indican la existencia de 4n codigos posibles
para cualquier secuencia de n nucleotidos de largo, a partir de los cuales se podrian
conformar bases de datos que consecuentemente pueden corroborar a la identificacion

de un gran nimero de taxones (Labarque, 2012).

Por tanto, los codigos de barras moleculares se consideran como una secuencia corta
de ADN, de una localidad uniforme del genoma, usada para identificar especies. La
region de gen propuesta como Barcode estandar para la mayoria de grupos de
animales, es una region de 648 pares de base del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa
sub unidad 1 (CO1), cuya efectividad ha sido demostrada en varios trabajos de
identificacion de aves, peces, mariposas, moscas, entre otros (Barcode of life, 2017).
La seleccion del CO1 como barcode estandar presenta las siguientes ventajas: posee
una elevada tasa de sustitucién nucleotidica que le proporciona una buena sefal
filogenética a nivel intra e interespecifico; al ser un gen mitocondrial codificador de

proteinas, las inserciones o deleciones son raras, evitando asi errores en el marco de
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lectura que compliquen la homologia entre los nucledtidos; existen cebadores
(primers) universales muy robustos para CO1 que permitirian secuenciar a la mayoria

de los animales (Hebert, Ratnasingham, & Waard, 2003).

Para la validacion y estandarizacion de esta técnica, son necesarios los analisis de
divergencia tanto intraespecificas (entre individuos de la misma especie) como
interespecificas (entre especies), de tal manera que ambos valores de distancias no se
sobrepongan, es decir que el valor maximo de las distancias intraespecificas se
encuentre por debajo del valor minimo de las distancias interespecificas (Meyer &
Paulay, 2005; Roe & Sperling, 2007). Ademas, son indispensables también en la
validacion, métodos de agrupamiento (neighbor-joining) y de reconstruccion
filogenética (maxima verosimilitud e inferencia bayesiana), de tal manera que se
puedan evaluar monofilias especificas obtenidas con datos de esta naturaleza (Solano,
Wolff, & Castro, 2013). Los proponentes de los codigos de barras moleculares
propusieron que una divergencia nucleotidica entre secuencias superior al 2 % indica

la posible presencia de especies distintas (Lanteri, 2007).

En el 2007, Ratnasingham y Hebert formalizan el sistema de identificacion y
delimitacion de especies mediante cddigo de barras como The Barcode of Life Data
System (BOLD), la cual es una plataforma bioinformatica que brinda ayuda en la
adquisicion, almacenamiento, andlisis y publicacion de registros de cddigos de barras
de ADN. Ademas, presta servicios como repositorio de los datos de los especimenes
(taxondmicos, moleculares, geograficos); gestiona, lleva el control de calidad; y es un

vehiculo de comunicacion entre cientificos (Ratnasingham & Hebert, 2007).
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Capitulo 2

Marco metodoldgico

2.1. Especimenes y localizacion geogréfica del estudio

Lugares de muestreo en el Noroccidente de Ecuador

Localidades

1. LosCedros
2. Maquipucuna
3. Mindo

Figura 4. Localidades (puntos azules) en donde se realizé la recoleccion de los especimenes. Areas
en verde claro corresponden a bosques bien conservados, areas en verde oscuro corresponden a

reservas nacionales.

Fuente: Troya & Bersosa, en preparacion.

Los Phoridae empleados en el estudio fueron recolectados por Fabian Bersosa, docente
investigador de la Universidad Politécnica Salesiana (UPS) y Adrian Troya,
investigador del Instituto de Ciencias Biologicas de la Escuela Politécnica Nacional
(ICB-EPN) como parte del proyecto “Biodiversidad, barcoding y filogenia molecular
de las moscas que visitan orquideas en los bosques nublados del noroccidente de
Ecuador”. Para ello se utilizaron trampas Malaise en conjunto con trampas adhesivas
de color amarillo y azul, y posteriormente se preservaron los individuos en alcohol al

95 %. Todos los especimenes se encuentran depositados en la Coleccidn del Museo de
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la Escuela Politécnica Nacional (MEPN), y la informacion referente a los sitios de

recoleccién (Figura 4) y sus coordenadas geogréaficas se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1.

Sitios especificos en donde se hizo la recoleccion de especimenes.

Pro a ocalldad ocalldad ado ado A 0dlIgo
genera espe a a C alé ONng O ale
Imbabura | Los Cedros Sendero Inca | 00°19'10"N | 78°47'06"W 1614 LClI
Imbabura | Los Cedros Sendero Oso | 00°18'49"N | 78°46'40"W 1857 LCO
Imbabura | Los Cedros Sendero del 00°18'07"N | 78°46'53"W 1254 LCR
Rio
Pichincha | Maquipucuna- | Sendero 00°07'4"N 78°38'10"W 1283 MPP
Pahuma Principal
Pichincha | Magquipucuna- | Maquipucuna | 00°02'3"N 78°37'59"W 1481 MPS
Pahuma Sur
Pichincha | Maquipucuna- | Sendero Oso | 00°00'55"N | 78°38'17"W 2008 MPOA
Pahuma de anteojos
Pichincha | Mindo Rio Bravo, 00°04'56"S 78°43'55"W 1736 RB1
Estacion 1
Pichincha | Mindo Rio Bravo, 00°04'56"S 78°43'49"W 1861 RB2
Estacién 2
Pichincha | Mindo Rio Bravo, 00°04'41"S 78°43'55"W 1469 RB3
Estacion 3

Nota: Los permisos de investigacion se obtuvieron bajo los siguientes registros: para Pichincha N° 18-
2014-1C-FAU-DPAP-MAE de Agosto 2014; y para Imbabura N° 15-2014-0987-1049-1C-FAU-FLO-
DPAI-MAE de Diciembre 2014, amparados bajo el contrato marco Nro. MAE-DNB-CM-2016-0047.
Elaborado por: El autor, 2017.

Fuente: Troya & Bersosa, en preparacion.

2.2. Analisis morfologico

La identificacion taxondmica de los especimenes se realizd en la Seccion de
Entomologia del ICB-EPN; para ello se analizaron un total de 200 individuos, mismos
que se encontraban montados en seco y preservados en etanol al 95 %. Primero se
identificaron los individuos a nivel de género, siguiendo las claves taxondmicas de

Brown B.V. (2010), ademas del uso de fotografias digitales de la plataforma Phorid.net

20



(Brown B. V., 2017); y segundo, se clasifico a nivel de morfoespecie, tomando algunos

de los caracteres morfologicos detallados en Garcia (2014), y Disney (1994).

La observacion de los caracteres de cada uno de los ejemplares recolectados se la
realiz6 mediante el uso de un estéreo-microscopio Olympus SD-STB3 con un aumento
de hasta 100 x. En el caso de especimenes en mal estado, por ejemplo, con presencia
de polvo o sin partes del cuerpo, asi como también de tamafio reducido, se utilizé un
estéreo-microscopio Olympus SZX16 con un aumento de hasta 230 X, el cudl fue
facilitado por el Departamento de Metalurgia Extractiva de la Escuela Politécnica

Nacional (DEMEX), para observar aquellas estructuras dificiles de determinar.

De cada espécimen se tomaron fotografias en vista dorsal, frontal y lateral. A fin de
complementar la identificacion taxondmica, se tomaron medidas de algunos de los
caracteres que presentaron mayor variacion morfoldgica (Tabla 2) en base a lo
sugerido por Héaggqvist, Ulefors, & Ronquist (2015). Adicionalmente a las medidas
tomadas, se elabor6 una matriz de caracteres morfologicos, misma que se analizo
mediante el programa TNT, el cual permite analizar grandes conjuntos de datos para
la identificacion eficaz de taxones (Goloboff, Farris, & Nixon, 2008). Cada caracter
morfoldgico fue definido en funcidn de la literatura propuesta por Brown B.V. (2010)
y Disney (1994). En la medida de lo posible, se incluyeron mayormente caracteres
derivados compartidos (sinapomorfias) (Brown, Amorim, & Kung, 2015), aunque
también existieron caracteres Unicos a cada especie (autopomorfias), esto con el fin de
que los datos en conjunto reflejen una historia evolutiva. Posteriormente, estos
caracteres fueron codificados de acuerdo a las variaciones (estados de caracter) que

presentd cada uno en todos los especimenes observados; por ejemplo, en el caracter
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“N° de setas supra-antenales” se observaron dos estados, un par de setas supra-

antenales (0) y dos pares de setas supra-antenales (1) (ver Anexo 1).

Tabla 2.
Caracteres morfologicos de individuos de Phoridae medidos en micrometros (um). Ver

detalles de su ubicacion en el Anexo 2.

Region del cuerpo Caracter morfol6gico (um)

Cuerpo Longitud total del individuo
Longitud entre setas inter-frontales y setas fronto-orbitales

Cabeza _
Longitud entre setas pre-ocelares y supra-antenales

Torax Diametro del espiraculo anterior
Altura de la horquilla formada por R2:+3Y Rass

Alas Tamafio entre seccion S; y S;-S3

Tamario de la vena costal

Elaborado por: El autor, 2017.

2.3. Analisis molecular

Un total de 63 especimenes preservados en alcohol al 95 % y previamente
identificados en base a su morfologia, fueron empleados en el analisis molecular. Los
datos referentes al sitio de recoleccion, género, morfoespecie, y codificacion, se

detallan el Anexo 3.

Entre las muestras seleccionadas, se incluyd tanto especies en buen estado (cuerpo
completo), como especies en mal estado (cuerpo fragmentado) resultantes de la
manipulacién durante la recoleccion e identificacién morfoldgica. Cada espécimen se
colocé en microtubos de 1.5 pl con etanol absoluto para su preservacion (Brown &

Smith, 2010; Wells & Sperling, 2001), y se los llevé posteriormente al Laboratorio de
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Ecuador (QCAZ) en donde se ejecutaron los analisis que se indican a continuacion.

2.3.1. Extraccién de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a partir del cuerpo entero y/o fragmentos de cada
espécimen, para ello se utilizd el Kit DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN, 2006),

siguiendo los protocolos establecidos por el fabricante, con variaciones (Anexo 4).

Como paso previo, se procedid a secar cada uno de los individuos en papel absorbente,
procurando asi descartar el etanol presente durante su preservacion, para después
transferirlo a nuevos microtubos de 1.5 pl. Se agrego 80 ul del buffer de lisis a cada
muestra, y se triturd con un pistilo, previamente autoclavado, hasta que todo el
individuo quede completamente desintegrado; se afiadié 1 ul de proteinasa K, y se

mezclo durante 15 segundos, mediante un vortex.

Se incub6 la muestra a 57 °C durante 2 horas, se agregd 35 ul de la solucion de
precipitacion de proteinas y se centrifugdé a 13000 rpm por 5 minutos. Posteriormente
se transfirié el sobrenadante a un nuevo microtubo de 1.5 pl y se afiadié 100 ul de
isopropanol para la precipitacion del ADN, mezclando la solucion por inversion; se
centrifug6 a 13000 rpm por 5 minutos. Después se descarto todo el liquido, se procedid
al lavado afiadiendo 100 pl de etanol al 70 % y se centrifug6 a 13000 rpm durante 5
minutos. Finalmente se descarto el etanol, y se resuspendié el ADN con 15 pl de agua
milli g (ultra pura). Las muestras de ADN obtenidas fueron almacenadas a 4 °C, para
posteriormente medir su concentracion (ng/ul), calidad y pureza por

espectrofotometria utilizando el equipo NanoDrop 1000.
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2.3.2. Amplificacion

Las muestras de ADN de los especimenes con una concentracion superior a 2 ng/pl
fueron empleados para la amplificacion de una region del gen mitocondrial CO1,
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los cebadores

universales detallados en la Tabla 3.

Tabla 3.

Cebadores universales utilizados para la amplificacion de una region del gen CO1.

Secuencia 5™-3° Posicion 3 Referencia
LCO1490 (F) GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 1514 Folmer et al.,
HCO02198 (R)  TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 2173 (1994)
C1-J-1632 (F)  TGATCAAATTTATAAT 1632 Kambhampati &
C1-N-2191 (R) CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC 2191 Smith (1995)

Nota: Direccién de los cebadores: F, Forward; R, Reverse.
Elaborado por: El autor, 2017.

Fuente: Gibson et al., 2011.

Para las reacciones de PCR se utilizo de 1-2 pl de ADN por cada 25 pl de reaccion, la
cual a su vez contuvo las siguientes concentraciones finales de cada reactivo: 1x de
Buffer PCR, 3 mM de MgClz, 0.2 Mm de dNTP's, 0.2 uM de cada primer, 0.05 U/ul
de Taq polimerasa y agua grado PCR para un volumen final de 25 ul. Los voliumenes

y concentraciones iniciales de cada reactivo se detallan en el Anexo 5.

Los ciclos de PCR se realizaron de acuerdo al protocolo planteado por Boehme,
Amendt, & Disney (2010) modificado, con wuna temperatura inicial de
desnaturalizacion de 94 °C por 4 minutos, seguido de 34 ciclos con las siguientes

condiciones: 94 °C por 1 minuto, 47.5 - 48.5 °C por 1 minuto y 72 °C por un minuto.
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Seguidamente, se llevd a cabo una extension final a 72 °C por 10 minutos y

mantenimiento a 4 °C.

Los resultados de la amplificacién fueron comprobados por electroforesis en gel de
agarosa al 1.0 % teflido con syber safe, obteniéndose asi regiones amplificadas del gen
CO1 de los especimenes empleados en el estudio. Los amplicones obtenidos se los

almaceno a -20 °C.

2.3.3. Obtencion de secuencias y analisis

Previo a la secuenciacion de los amplicones obtenidos, se procedié a purificar los
mismos con enzimas fosfatasas y exonucleasa, siguiendo el procedimiento descrito por
el fabricante para el uso de EXoSAP-IT (Thermo Fisher Scientific, 2017), con el fin de
digerir los cebadores y dNTP’s libres que puedan inferir en los resultados de la
secuenciacion. Los productos de purificacion fueron correctamente almacenados en
placas para su posterior envio a los laboratorios de la compafia Eurofins MWG

Operon (Estados Unidos), donde se secuenciaron por el método Sanger tradicional.

Los amplicones secuenciados fueron posteriormente editados mediante el programa
Geneious v 9.1 (Kearse, et al., 2012), procurando eliminar la presencia de ruido
generado en los extremos de cada cromatograma. Después, se procedié a ensamblar
las secuencias Forward y Reverse de cada muestra, con la finalidad de analizar los
picos correspondientes a cada nucleodtido, y descartar asi falsos polimorfismos
generados por los porcentajes de fidelidad de la polimerasa o problemas en el método
de secuenciacion (Marquez, Serrato, & Cerritos, 2011). Las secuencias consenso

generadas, se verificaron que sean correspondientes a la familia Phoridae mediante la
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herramienta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI, tomando en

cuenta el porcentaje de cobertura, identidad y valor E de las secuencias.

El alineamiento de las secuencias, se lo realiz en el programa MEGA 6 (Tamura, et
al., 2013) utilizando el algoritmo Clustal W (Thompson, Higgins, & Gibson, 1994), el
cual realiza un alineamiento multiple de secuencias de tipo progresivo, que consiste
en la seleccion y alineacion de un solo par de secuencias, en la que a partir de la misma
se van agregando y alineando las demas secuencias de forma progresiva (Oliveira,
2007). El alineamiento multiple de secuencias es un paso necesario para obtener una
hipdtesis de homologia posicional que permite realizar comparaciones entre las
secuencias (Romero & Ramirez, 2011). El calculo de distancias genéticas, para los
analisis de divergencia intra e interespecifica (las intraespecificas se realizaron
Unicamente con las especies que presentaron mas de una secuencia), se lo realizd
también en el programa MEGA 6, tomando en cuenta todas las secuencias consenso
obtenidas y alineadas previamente; el modelo de distancia elegido fue el de maxima
probabilidad compuesta (Tamura, Nei, & Kumar, 2004), mismo que consiste en un
modelo de estimacion simultanea que permite un calculo mas preciso de las distancias,
reduciendo considerablemente los errores estadisticos; mientras que el método de

estimacion de la varianza fue el de Bootstrap con un nimero de 1000 réplicas.

Para la construccion de los arboles filogenéticos se realizo el analisis de maxima
verosimilitud (ML), método que dado una topologia y modelo de sustitucion, calcula
la probabilidad de cada arbol seleccionando el que presenta la maxima verosimilitud
(Li6 & Goldman, 1998). Este método se realiz6 en el programa MEGA 6, y el modelo

de sustitucion usado fue GTR (General Time Reversible) (Tavaré & Miura, 1986)
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modelado por una distribucion gama (+G) mas sitios invariantes (+1), este modelo
considera 6 parametros diferentes como tasa de sustitucion (A por C, A por G, A por
T, C por G, C por Ty G por T). Ademas, se realiz6 el analisis mediante inferencia
bayesiana, que a diferencia del analisis con méaxima verosimilitud, estima la
posibilidad de que tan bien los arboles filogenéticos son explicados dados los datos, a
través del calculo de probabilidades posteriores basadas en el Teorema de Bayes
(Huelsenbeck, Ronquist, Nielsen, & Bollback, 2001). Los modelos de evolucion
fueron definidos mediante particion por codones, a través del programa PartitionFinder
v 2.1.1 (Lanfear, et al., 2016), el cual selecciona el mejor modelo evolutivo basandose
en tres criterios: el valor del logaritmo de verosimilitud, el valor estadistico BIC
(bayesian information criterion) y el niamero de parametros para cada modelo,
seleccionando asi el modelo/s que presentan un logaritmo de verosimilitud grande, el
BIC mas pequefio y el menor nimero de parametros. Una vez definidos los modelos
evolutivos, se procedid a realizar los analisis mediante inferencia bayesiana en el
programa Beast v 2.4.5 (Bouckaert, et al., 2014), utilizando el método de las cadenas

Markov-Monte Carlo con cuatro cadenas por 50 y 600 millones de generaciones.

En ambos analisis filogenéticos, se designé como grupo externo a las especies
Trichophthalma punctata (Macquart, 1846) y Agathomyia viduella (Zetterstedt, 1838)
pertenecientes a las familias Nemestrinidae y Platypezidae, respectivamente. La
seleccion de estas especies como grupos externos, se baso en los estudios propuestos
por Brown, Amorim, & Kung (2015) y Wiegmann et al. (2011). Ademas para el
andlisis en conjunto, se utilizaron secuencias descargadas de Bold System y del
Genbank (Anexo 6), procurando que las mismas sean de fuentes confiables

(publicadas).
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Capitulo 3

Resultados y Discusion

3.1. Analisis morfoldgico de géneros y morfoespecies de Phoridae

En el presente estudio se identificaron 8 géneros y 37 morfoespecies pertenecientes a
las siguientes subfamilias: Metopininae, Phorinae y Chonocephalinae. Resultados
similares se sefialan en catalogos de Phoridae realizados recientemente en la region
neotropical de Colombia, en donde se identificaron 19 géneros distribuidos en las
subfamilias antes mencionadas (Ament & Brown, 2016), indicandose asi la amplia

diversidad y distribucion de estos grupos en la region neotropical.

La subfamilia Metopininae fue la méas abundante, reportandose un amplio nimero de
individuos distribuidos en los siguientes géneros: Adelopteromyia Schmitz, 1923.,
Megaselia Rondani, 1856., Pseudohypocera Malloch, 1912., Puliciphora Dahl,
1897., y Puliciphora Dahl, 1897-Commoptera Brues, 1901. El género Megaselia es
aquel que present6 una mayor variedad de morfoespecies (22 en total) en comparacion
al resto (Figura 5), siendo Megaselia MEPN 10 la morfoespecie méas abundante del
grupo (n=14) (Figura 6), evidenciandose asi la amplia diversidad y abundancia que
constituyen a Megaselia como uno de los géneros mas grandes de la familia Phoridae
(Brown B. V., 2010). Registros en el catalogo de Phoridae (PCAT), de la pagina web
Phorid.net (Brown B. V., 2017), sefialan apenas seis especies de Megaselia registradas
en Ecuador (Tabla 3), lo cual indica que las morfoespecies identificadas en el presente
estudio constituyen nuevos registros para el pais.

Por otro lado, Adelopteromyia y Pseudohypocera corresponden a géneros en los que

se determind apenas una morfoespecie, asi como también presentaron un reducido
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nimero de individuos identificados morfologicamente (Figura 5 y 6). Mismos
resultados se reflejan en PCAT, sefialandose un total de 64 individuos de
Adelopteromyia reportados en Ecuador, y 16 de Pseudohypocera kerteszi (Tabla 3),
sugiriendo asi un mayor muestreo de foridos que permita la identificacion de nuevos

especimenes, y posterior registro para el pais, correspondientes a estos géneros.

En cuanto a la subfamilia Phorinae, se reportaron los géneros Conicera Meigen, 1830.,
y Dohrniphora Dahl, 1898., con 3 y 2 morfoespecies identificadas respectivamente,
siendo las mas abundantes: Conicera MEPN 1 (n=10) y Dohrniphora MEPN 1 (n=6).
Mientras que para la subfamilia Chonocephalinae se reporté Unicamente al género
Cyphocephalus Borgmeier, 1967., en la que se determind apenas 2 morfoespecies,
cada una con 4 individuos identificados morfologicamente. Registros de PCAT, en

cuanto a Cyphocephalus, no reportan ninguna especie para este género (Tabla 4).

Numero de morfoespecies por género

Puliciphora-Commoptera
Puliciphora
Pseudohypocera

Megaselia

Género
.III|II

Dohrniphora
Cyphocephalus
Conicera

Adelopteromyia

0 5 10 15 20 25
N2 morfoespecies

Figura 5. Esquema del nimero de morfoespecies, por cada género, identificados en el presente
estudio. Debido a la dificultad para separar machos de Commoptera y Puliciphora, Brown B. V.
(2010) propone su identificacién con un mismo nombre.

Elaborado por: El autor, 2017.
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N° individuos por morfoespecie

Dohrniphora_MEPN_1 L
Conicera_ MEPN_2 L
Conicera_MEPN_1 I —
Puliciphora-Commoptera_MEPN_3 A
Puliciphora-Commoptera_MEPN_1 A—
Puliciphora_MEPN_1 L
Pseudohypocera_MEPN_1  —
Megaselia_MEPN_11
Megaselia_ MEPN_24
Megaselia_ MEPN_13
Megaselia_ MEPN_4
Megaselia_MEPN_9
Megaselia_ MEPN_10
Megaselia_MEPN_5 I
Megaselia_ MEPN_3 A
Megaselia_ MEPN_g I

Morfoespecie

o

2 4 6 8 10 12 14

N¢ individuos

Figura 6. Morfoespecies con mayor nimero de individuos identificados en el presente estudio.

Nota: El grafico de barras solamente incluye las morfoespecies con mas de 4 individuos.

Elaborado por: El autor, 2017.

Tabla 4.
Numero de especies e individuos de géneros de la familia Phoridae en Ecuador. Los

datos corresponden solamente a los géneros que se reportaron en el presente estudio.

enero O especie ° Individuos reg ado
Adelopteromyia - 64
Conicera - 195
Cyphocephalus - 7
Dohrniphora 42 531
Megaselia 6 3739
Pseudohypocera 1 16
Puliciphora 3 256
Commoptera - 0

Fuente: Catélogo de Phoridae (PCAT) (Brown B. V., 2017).

Elaborado por: El autor, 2017.
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Las variaciones de las medidas morfométricas indicadas en la Tabla 2, resaltan la
importancia de las mismas en la diferenciacion taxondmica a nivel especifico, o de
morfoespecies como en el presente estudio. Esta medidas fueron relevantes durante la
clasificacion  de morfoespecies entre los géneros Dohrniphora, Megaselia y
Puliciphora, en donde se evidenciaron variaciones considerables. En el caso de los
caracteres morfologicos medidos en Megaselia, todos ellos fueron también propuestos
en los trabajos recientes de Hartop & Brown (2014) y Hagggvist, Ulefors, & Ronquist
(2015), excepto las longitudes entre setas supra-antenales y preocelares, e
interfrontales y fronto-orbitales, proponiéndose asi a estos caracteres como
determinantes en futuros estudios taxonémicos de Megaselia. Por otra parte, para el
caso de Dohrniphora, los caracteres morfologicos referentes a medidas entre las
secciones de las alas, ya han sido propuestas en algunos trabajos taxonémicos, como
los realizados por Disney (1983) y Brown & Kung (2006), (2007); las mediciones
entre las longitudes de las setas frontales no fueron determinantes para clasificacion
de morfoespecies, mientras que caracteres morfologicos como el tamafio y forma del
espiraculo, tamafio de la vena costal, y tamafio de setas ciliares, son relevantes y
tentativas de analizar en posteriores estudios taxondmicos, ya que uno de los caracteres
gue mayor atencion han propuesto varios especialistas en la descripcion de especies
de Dohrniphora, constituyen tan solo las bases de la cara posterior de los fémures
traseros (Brown & Kung, 2007). Finalmente para el género Puliciphora, trabajos
realizados por Disney & Sinclair (2008) en Galapagos, describen caracteres
morfologicos medibles en las secciones del ala, tamafio de la vena costal y tamafio del
cuerpo para la identificacion de una nueva especie, por lo que estos caracteres

resultaron vitales en la identificacion de morfoespecies en el presente estudio; mientras
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que caracteres como la longitud entre setas interfrontales y frontorbitales, y el diametro
del espirdculo resultan de interés para posteriores revisiones taxondmicas.

Por otro lado, los géneros Conicera, Cyphocephalus, y Puliciphora-Commoptera
presentaron una menor variacion no solo en los caracteres medidos sino también en el
resto de caracteres morfoldgicos, por lo que su clasificacion resultd dificultosa,
recomendandose asi tomar en cuenta nuevos caracteres morfologicos que corroboren
a la identificacion de especies. Mientras que para los géneros Adelopteromyia y
Pseudohypocera, debido al reducido nimero de individuos identificados, no se pudo
constatar si los caracteres morfologicos revisados, son determinantes a la hora de
identificar especies. Uno de los trabajos que propone nuevos caracteres morfoldgicos,
para la identificacion y clasificacion taxonémica de la familia Phoridae, son los
mencionados por Brown, Amorim, & Kung (2015), quienes reportan alrededor de 46
caracteres morfoldgicos situados en las estructuras del torax; a estos se suman también
una serie de caracteres homoplasicos, revisados por Ament (2017) para el analisis
filogenético de la subfamilia Phorinae. Ambos trabajos abren la posibilidad del uso de
un mayor numero de caracteres morfoldgicos que permitan la identificacion de

especies en Phoridae.

Las medidas del tamafio de cada espécimen revelaron que Dohrniphora, Megaselia y
Pseudohypocera corresponden a géneros que, en promedio, presentan individuos mas
grandes en comparacion al resto, por el contrario los machos de las morfoespecies
agrupadas en Puliciphora-Commoptera se encuentran entre los individuos mas
diminutos de la familia (~ 1mm), lo cual puede ser una barrera en la observacion de

caracteres y posterior determinacion taxonémica.
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A continuacion, se describen los principales caracteres morfoldgicos que diferencian
una morfoespecie de otra, nimero de individuos identificados, y localidades
registradas. Las fotografias de cada morfoespecie se muestran en el Anexo 8.
Subfamilia Chonocephalinae Brown et al. 2015

Género Cyphocephalus Borgmeier, 1967

Cyphocephalus MEPN 1. (n=4; tamafio espécimen = 1227 + 59 um); longitud entre
setas inter-frontales (IF) y setas fronto-orbitales (FO) = 10 + 0.02 um; frente estrecha;
2 pares de setas escutelares; presencia de pliegue anepisternal; vena costal mayor a
longitud media del ala. Ver Anexo 8-A.

Sitios registrados: MPS, MPOA.

Cyphocephalus MEPN 2. (n=4; tamafio espécimen = 1184 + 109 um); longitud entre
IF y FO = 18 = 1 um; frente mas ancha; 3 pares de setas escutelares; sin pliegue
anepisternal; vena costal igual a longitud media del ala. Ver Anexo 8-B.

Sitios registrados: MPOA, LCO.

Subfamilia Metopininae Rondani, 1856

Geénero Adelopteromyia Schmitz, 1923

Adelopteromyia MEPN 1. (n=3; tamafio espécimen = 2806 * 222 um); setas frontales
muy largas; longitud entre setas preocelares (PO) y setas supra-antenales (SA) = 49 +
2 um; postpedicelo alargado; anepisternum sin pelos; espiraculo abierto, de diametro
65 + 12 um; vena R2+3 ausente; S1 mas pequefio que Sz; vena costal mayor a longitud
media del ala. Ver Anexo 8-C.

Sitios registrados: RB2.

Género Megaselia Rondani, 1856
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Megaselia MEPN 1. (n=3; tamafio espécimen de aprox. 2500 um); IF diagonales a
FO, longitud entre IF y FO = 35 £ 1 um; IF cercanas y por debajo de SA; longitud
entre PO y SA = 76 + 8 um; postpedicelo grande-redondo; espiraculo abierto; setas
ciliares ¥2 més largas que altura de horquilla R2+3; longitud de S: igual que S,-Sz; vena
costal mayor a longitud media del ala, cerco muy largo, en comparacion al resto de
morfos, y delgado. Ver Anexo 8-D.

Sitios registrados: LCI.

Megaselia MEPN 2. (n=3; tamafio espécimen de aprox. 2800 pum); IF proximas a FO,
longitud entre IF y FO de aprox. 22 um; IF distantes y por debajo de SA; frente negra,
base café claro; longitud entre PO y SA de aprox. 90 um; espinas largas en palpos;
postpedicelo grande-redondo ligeramente alargado; anepisternum con pelos;
espiraculo abierto; setas ciliares ¥4 mas largo que altura de horquilla R2+3; vena Sc
completa; cerco pequefio y grueso. Ver Anexo 8-E.

Sitios registrados: RB2.

Megaselia MEPN 3. (n=5; tamafio espécimen = 1445 + 40 um); IF diagonales a FO,
longitud entre IF y FO = 18 £ 5 um; IF distantes y por debajo de SA; longitud entre
PO y SA =59 * 24 um; espiraculo abierto, de didmetro = 20 £ 2 um; altura de la
horquilla R2+3 = 48 £ 4 um; tamafio de setas ciliares aprox. igual a altura de horquilla
R2+3: vena Sc incompleta. Ver Anexo 8-F.

Sitios registrados: RB3, LCI.

Megaselia MEPN 4. (n=14; tamafio espécimen = 2126 + 400 um); IF diagonales a
FO, longitud entre IF y FO = 26 £ 2 um; IF distantes y en mismo plano que SA,
longitud entre PO y SA = 71 = 6 um; espiraculo abierto, de diametro = 36 + 4 um;
altura de la horquilla R2+3 = 83 + 15 um,; setas ciliares % mas largas que altura de

horquilla R2+3; vena Sc completa. Ver Anexo 8-G.
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Sitios registrados: LCI, MPS, RB2.

Megaselia MEPN 5. (n=7; tamafio espécimen = 2023 + 412 um); IF diagonales a FO,
longitud entre IF y FO =37 £ 4 um; IF cercanas y por debajo de SA; frente café oscura
y negra mate; longitud entre PO y SA = 68 £ 7 um; espiraculo abierto/cerrado, de
didmetro = 33 + 6 um; altura de la horquilla R2+3 = 50 £ 5 um; setas ciliares ¥ mas
largas que altura de horquilla R2+3; S1 mas corta que S.-Ss; vena costal mayor a longitud
media del ala; cerco largo y grueso. Ver Anexo 8-H.

Sitios registrados: RB3, LCI.

Megaselia MEPN 6. (n=3; tamafio espécimen = 2333 £ 38 um); IF diagonales a FO,
longitud entre IFy FO =42 + 5 um; IF cercanas y por debajo de SA; frente negra, base
café claro; longitud entre PO y SA = 74 + 8 um; postpedicelo pequefio-redondo
ligeramente alargado; espiraculo abierto/cerrado, de diametro 41 £ 6 um; altura de la
horquilla Rz+3 = 77 £ 11 pum; S1 mas corta que S-Sz: vena costal mayor a longitud
media del ala; cerco largo y delgado. Ver Anexo 8-1.

Sitios registrados: MPOA.

Megaselia MEPN 7. (n=4; tamafio espécimen de aprox. 1800 um); IF diagonales a
FO, longitud entre IF y FO de aprox. 24 um; IF distantes y por debajo de SA; longitud
entre PO y SA de aprox. 60 um; espinas largas en palpos; postpedicelo grande-
redondo; anepisternum con pelos; espiraculo cerrado; setas ciliares aprox. igual a
altura de horquilla Rz2+3; vena Sc incompleta. Ver Anexo 8-J.

Sitios registrados: RB1.

Megaselia MEPN 8. (n=5; tamafio espécimen = 1681 + 550 um); IF por debajo a FO,
longitud entre IF y FO = 21 + 4 um; frente negra, base café claro; IF distantes a SA,
en el mismo plano; longitud entre PO y SA = 77 + 10 um; espiraculo abierto, de

didmetro = 34 £ 3 um; altura de la horquilla R2+3 = 62 £ 18 um,; setas ciliares aprox.
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igual a altura de la horquilla R2+3; S1 igual que S»-S3; vena costal igual a longitud media
del ala. Ver Anexo 8-K.

Sitios registrados: LCI, LCO.

Megaselia MEPN 9. (n=5; tamafio espécimen = 1861 + 198 um); IF diagonales a FO,
longitud entre IF y FO = 21 + 10 um; IF distantes y por debajo de SA; longitud entre
PO y SA = 68 + 26 um; postpedicelo pequefio-redondo; un par de setas escutelares;
anepisternum sin pelos; espiraculo cerrado, de didmetro = 31 £ 6 pum; altura de la
horquilla R2+3 = 64 + 11 um; setas ciliares ¥ mas largas que altura de horquilla R2+3;
vena Sc incompleta; cerco grande y delgado. Ver Anexo 8-L.

Sitios registrados: RB2, LCI.

Megaselia MEPN 10. (n=6; tamafio espécimen = 2009 + 370 um); IF por debajo de
FO, longitud entre IF y FO = 44 + 4 um; IF cercanas al margen del ojo, por debajo de
SA,; longitud entre PO y SA =88 + 20 um; postpedicelo pequefio-redondo ligeramente
alargado; dos pares de setas escutelares; anepisternum con pelos; espiraculo abierto,
de diametro = 31 + 8 um; cabeza del halterio amarilla; setas ciliares %2 mas largas que
altura de horquilla R2+3; S1 igual que S.-S3; vena costal igual a longitud media del ala.
Ver Anexo 8-M.

Sitios registrados: RB3.

Megaselia MEPN 11. (n=8; tamafio espécimen = 2504 *+ 432 um); IF diagonales a
FO, longitud entre IF y FO = 48 £ 1 um; IF cercanas y por debajo de SA; longitud
entre POy SA =82 £ 6 um; un par de setas escutelares; espiraculo abierto, de didmetro
= 41 + 4 um; setas ciliares ¥ mas largas que altura de la horquilla R2+3; S1 mas corta
que S2-Sz: vena costal mayor a longitud media del ala. Ver Anexo 8-N.

Sitios registrados: MPOA.
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Megaselia MEPN 13. (n=5; tamafio espécimen = 1767 + 305 um); IF diagonales a
FO, longitud entre IF y FO de aprox. 50 um; IF cercanas y en mismo plano que SA,
longitud entre PO y SA =96 + 26 um; espinas cortas en palpos; postpedicelo pequefio-
redondo ligeramente alargado; espiraculo cerrado, de diametro = 30 + 9 um; setas
ciliares ¥ mas largas que altura de la horquilla R2+3; S1 igual que S>-Ss. vena costal
igual a longitud media del ala. VVer Anexo 8-O.

Sitios registrados: LCC, LCI, LCR.

Megaselia MEPN 14. (n=3; tamafio espécimen de aprox. 1800 um); IF diagonales a
FO, longitud entre IF y FO de aprox. 20 um; IF distantes y en mismo plano que SA,
longitud entre PO y SA de aprox. 65 um; espiraculo abierto, de aprox. 26 um de
didmetro; cabeza de halterio amarilla; setas ciliares % mas largas que altura de
horquilla R2+3; vena Sc completa; S; igual que S>-Ss; vena costal menor a longitud
media del ala. Ver Anexo 8-P.

Sitios registrados: LCI.

Megaselia MEPN 15. (n=3; tamafo espécimen = 2393 £ 61 um); IF por debajo a FO,
longitud entre IF y FO = 45 £ 1 um; IF cercanas al margen del ojo, por debajo de SA;
frente negra mate; longitud entre PO y SA = aprox. 95 um; espinas largas en palpos;
postpedicelo pequefio-redondo; anepisternum con pelos; espiraculo cerrado, de
didmetro = 39 £ 12 um,; altura de la horquilla R2+3 = 79 £ 10 um; setas ciliares ¥ mas
largas que altura de horquilla R2+3; vena Sc completa. Ver Anexo 8-Q.

Sitios registrados: RB2, LCI.

Megaselia MEPN 16. (n=4; tamafio espécimen = 2612 + 86 um); IF diagonales a FO,
longitud entre IF y FO = 47 + 5 um; IF cercanas y por debajo de SA; frente negro,
base café claro y café clara; longitud entre PO y SA = 106 + 28 um; espinas cortas en

palpos; postpedicelo grande-redondo; anepisternum sin pelos; espiraculo abierto, de
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didmetro = 46 + 17 um,; altura de la horquilla R2+3 = 63 + 11 um; tamafio de setas
ciliares aprox. igual a altura de horquilla R2+3; vena Sc incompleta. Ver Anexo 8-R.
Sitios registrados: RB2, RB3.

Megaselia MEPN 17. (n=3; tamafio espécimen = 3436 + 452 um); IF por debajo a
FO, longitud entre IF y FO = 51 + 12 um; IF cercanas al margen del ojo, por debajo
de SA; longitud entre PO y SA = 123 £ 26 um; postpedicelo pequefio-redondo;
anepisternum con pelos; espiraculo abierto, de didmetro = 50 £ 1 um; altura de la
horquilla R2+3 = 129 + 60 pum; setas ciliares ¥4 mas cortas que altura de horquilla R2+3;
vena Sc completa. Ver Anexo 8-S.

Sitios registrados: LCI.

Megaselia MEPN 18. (n=3; tamafo espécimen = 3364 + 37 um); IF diagonales a FO,
longitud entre IF y FO = 36 = 4 um; IF distantes y por debajo de SA; longitud entre
PO y SA = 77 £ 3 um; postpedicelo grande-redondo; anepisternum sin pelos;
espiraculo abierto, de diametro = 50 + 3 um; altura de la horquilla Rz+3 = 164 + 28 um;
setas ciliares ¥ més cortas que altura de horquilla R2+3; vena Sc incompleta. Ver Anexo
8-T.

Sitios registrados: MPOA.

Megaselia MEPN 19. (n=2; tamafio espécimen de aprox. 2000 um); espinas largas en
palpos; postpedicelo pequefio redondo; espiraculo cerrado de aprox. 35 um de
didmetro; setas ciliares aprox. igual a altura de la horquilla R2+3; Vena Sc completa; Si
mas corto que Sy-Ss; vena costal mayor a longitud media del ala; cerco pequefio y
grueso. Ver Anexo 8-U.

Sitios registrados: MPP.

Megaselia MEPN 20. (n=4; tamafio espécimen = 2431 + 90 um); IF diagonales a FO,

longitud entre IF y FO = 39 + 4 um; IF distantes y por debajo de SA; longitud entre
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PO y SA = 106 + 10 pm; postpedicelo grande-redondo ligeramente alargado;
espiraculo abierto/cerrado, de diametro = 46 + 10 um; altura de la horquilla R2+3 = 70
+ 14 um; setas ciliares aprox. igual a altura de la horquilla R2+3; vena Sc completa; Sz
igual que S>-Sz: vena costal mayor a longitud media del ala. Ver Anexo 8-V.

Sitios registrados: LCI.

Megaselia MEPN 24. (n=5; tamafio espécimen = 1751 + 176 um); IF diagonales a
FO, longitud entre IF y FO = 37 £ 6 um; IF distantes y por debajo de SA; longitud
entre PO y SA =85 £ 10 um; espinas cortas en palpos; postpedicelo grande-redondo;
espiraculo cerrado, de diametro = 28 + 6 um; tamafo de setas ciliares aprox. igual que
altura de la horquilla R2+3; S1 igual que S»-S3: vena costal igual a longitud media del
ala. Ver Anexo 8-W.

Sitios registrados: RB2, RB3, LCI.

Megaselia MEPN 25. (n=4; tamafio espécimen = 2240 + 151 um); IF por debajo de
FO, longitud entre IF y FO = 35 + 9 um; IF cercanas al margen del ojo, por debajo de
SA; longitud entre PO y SA = 108 = 8 um; postpedicelo grande-redondo; dos pares de
setas escutelares; anepisternum con pelos; espiraculo cerrado, de aprox. 37 um de
didmetro; altura de la horquilla R2+3 = 52 + 3 um; vena Sc completa; cerco grande y
grueso. Ver Anexo 8-X.

Sitios registrados: MPP, LCI.

Megaselia MEPN 26. (n=4; tamafio espécimen = 2189 + 233 um); IF muy proximas
a FO, longitud entre IF y FO = 12 + 0,5 um; IF distantes y por debajo de SA; frente
café clara; longitud entre PO y SA =52 £ 1 um; espinas cortas en palpos, postpedicelo
pequefio-redondo; anepisternum sin pelos; espiraculo cerrado; setas ciliares aprox.
igual a altura de horquilla R2+3; vena Sc incompleta; Si menor que S2-Ss; vena costal

mayor a longitud media del ala; cerco pequefio y grueso. Ver Anexo 8-Y.
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Sitios registrados: LCI.

Nota. Megaselia MEPN 12, Megaselia MEPN 21, Megaselia MEPN 22 y Megaselia
MEPN 23 corresponden a morfoespecies que inicialmente, en base a su morfologia, se
encontraban clasificadas como parte del resto de morfoespecies, pero molecularmente

resultaron ser distintas, utilizdndose el voucher en los respectivos analisis moleculares.

Género Pseudohypocera Malloch, 1912

Pseudohypocera MEPN 1. (n=5; tamafio espécimen = 2287 + 136 um); IF diagonales
a FO, longitud entre IF y FO = 119 + 3 um; IF cercanas y por encima de SA; frente
negra brillante; longitud entre PO y SA = 216 £ 23 um; espinas cortas en palpos;
espiraculo abierto y ovalado; altura de la horquilla Rz+z = 96 + 4 um; vena Sc
incompleta; més de 7 setas en alula; S; mayor que S>-Ss; vena costal igual a longitud
media del ala; cerco pequefio y grueso. Ver Anexo 8-Z.

Sitios registrados: RB2.

Genero Puliciphora Dahl, 1897

Puliciphora MEPN 1. (n=6; tamafio espécimen = 1393 £+ 72 um); longitud entre IF y
FO =20 = 1 um; espinas cortas en palpos; postpedicelo pequefio-redondo ligeramente
alargado; espiraculo cerrado, de diametro = 22 + 4 um; setas ciliares cortas;
engrosamiento muy notorio entre venas humeral y Ri1; S; igual que S; vena costal
menor a longitud media del ala. Ver Anexo 8-AA.

Sitios registrados: LCI.

Puliciphora MEPN 2. (n=3; tamafio espécimen = 1774 + 84 um); longitud entre IF y
FO = 27 + 4 um; espinas largas en palpos; postpedicelo pequefio-redondo; espiraculo

cerrado, de diametro = 16 + 2 um; setas ciliares largas; leve engrosamiento entre venas
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humeral y R1; S1 menor que S»; vena costal mayor a longitud media del ala. Ver Anexo
8-AB.

Sitios registrados: MPOA.

Puliciphora MEPN 3. (n=4; tamafio espécimen = 1354 + 150 um); longitud entre IF
y FO = 26 + 6 um; espinas cortas en palpos; postpedicelo pequefio-redondo
ligeramente alargado; espiraculo cerrado, de diametro = 16 + 5 um; setas ciliares
cortas; leve engrosamiento entre venas humeral y R1; S1 menor que Sp; vena costal
mayor a longitud media del ala. Ver Anexo 8-AC.

Sitios registrados: MPP.

Géneros Puliciphora Dahl, 1897-Commoptera Brues, 1901
Puliciphora-Commoptera MEPN 1. (n=5; tamafio espécimen de aprox. 1100 pum);
tamafo de SA poco menor a longitud media de la altura de la frente; longitud entre PO
y SA de aprox. 65 pm; frente ancha; espinas cortas en palpos; postpedicelo grande-
redondo ligeramente alargado; espiraculo cerrado, de diametro = 21 £ 1 um; cerco
grande y grueso. Ver Anexo 8-AD.

Sitios registrados: LCR.

Puliciphora-Commoptera MEPN 2. (n=4; tamafio espécimen = 1068 + 328 um);
tamafo de SA igual a longitud media de la altura de la frente; longitud entre PO y SA
= 43 + 6 um; frente angosta; espinas largas en palpos; postpedicelo grande-redondo;
espiraculo cerrado, de diametro = 17 + 4 um; cerco pequefio y grueso. Ver Anexo 8-
AE.

Sitios registrados: LCI, LCO.

Puliciphora-Commoptera MEPN 3. (n=7; tamafio espécimen = 1152 + 83 um);

tamafio de SA igual a longitud media de la altura de la frente; longitud entre PO y SA
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=39 =+ 5 um; frente ancha; espinas largas en palpos; postpedicelo pequefio-redondo;
espiraculo cerrado, de diametro = 22 + 8 um; cerco grande y grueso. Ver Anexo 8-
AF.

Sitios registrados: LCO.

Subfamilia Phorinae Rondani, 1856

Género Conicera Meigen, 1830

Conicera MEPN 1. (n=10; tamafio espécimen = 1568 + 134 um); longitud entre PO y
SA = 68 + 4 um; espiraculo abierto, de diametro = 27 + 6 um; vena costal menor e
igual que longitud media del ala. Ver Anexo 8-AG.

Sitios registrados: LCI, LCR, RB2.

Conicera MEPN 2. (n=6; tamafio espécimen = 1498 + 140 um); longitud entre PO y
SA =53 £ 1 um; espiraculo cerrado, de diametro = 20 £ 4 um; vena costal menor e
igual que longitud media del ala. Ver Anexo 8-AH.

Sitios registrados: RB2.

Conicera MEPN 3. (n=4; tamafo espécimen = 1394 £ 71 um); longitud entre PO y
SA =62 = 4 um; espiraculo abierto, de didmetro = 25 £ 4 um; vena costal menor que
longitud media del ala. Ver Anexo 8-Al.

Sitios registrados: LCI, RB2.

Geénero Dohrniphora Dahl, 1898
Dohrniphora MEPN 1. (n=6; tamafio espécimen = 1817 + 175 um); postpedicelo
grande; ausencia del pliegue anepisternal; espiraculo cerrado, de diametro = 50 + 2

pm; cabeza del halterio oscura; altura de la horquilla R2+3 = 45 + 6 um; tamafio setas
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ciliares aprox. igual a altura de la horquilla R2+3; vena costal igual que longitud media
del ala. Ver Anexo 8-AlJ.

Sitios registrados: LCI, LCR.

Dohrniphora MEPN 2. (n=3; tamafio espécimen = 2256 + 20 um); postpedicelo
pequefio; presencia del pliegue anepisternal; espiraculo abierto, de diametro =45+ 1
pum; cabeza del halterio amarilla; altura de la horquilla R2+3 de aprox. 33 um; setas
ciliares 2 mas largo que la altura de la horquilla R2+3; vena costal mayor que longitud
media del ala. Ver Anexo 8-AK.

Sitios registrados: MPP.

3.2. Analisis molecular de morfoespecies de Phoridae

3.2.1. Extraccion de ADN

Se obtuvo el ADN de 60 muestras de las 63 separadas para la identificacion molecular,
siendo el protocolo de extraccidn establecido, el adecuado para extraccion de ADN de
especimenes de Phoridae. Sin embargo, las cantidades de concentracién de ADN
variaron significativamente entre los individuos analizados (Anexo 9), esto
posiblemente debido al tamafio reducido de cada individuo (entre 1 a 3 mm), el empleo
de especimenes fragmentados, asi como también el método de conservacion de los
individuos durante su captura. Es asi que para largos periodos de conservacion de
especimenes recolectados, se recomienda el uso de otros métodos de preservacion,
tales como: el uso de alcohol etilico o isopropilico absoluto (Marquez J. , 2005),
empleo de acetona (Cook & Mostovski, 2002), silica gel y/o congelacién de los
especimenes (Castafio, et al., 2011). Estudios en Anopheles (Diptera: Culicidae)

enfocados a la comparacion de métodos de conservacion para la extraccion de ADN,
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sugieren que la conservacion en silica gel y/o congelacion a -80 °C, constituyen las
mejores condiciones para la preservacion de estos dipteros para posteriores ensayos

moleculares (Castario, et al., 2011).

Por otro lado, los valores de las relaciones de absorbancia 260/280 (Anexo 9)
determinados por el Nanodrop, reflejaron que el 70 % de muestras de ADN obtenidas,
corresponden a muestras de pureza 6ptima y moderada, situdndose sus valores dentro
del rango estimado, entre 1.6 — 2.1 (Damién, et al., 2013; Dhaliwal, 2013). EI 23.3 %
de las muestras presentaron valores mayores a 2.1, sefialandose asi un exceso de ARN
en las mismas (Thermo Fisher Scientific, 2016); y el 6.7 % restante pertenecen a
muestras con valores inferiores a 1.6, indicandose una contaminacion por proteinas,
para lo cual se recomienda repetir la digestion con proteinasa K (Frederick, et al.,
2003). En cuanto a las relaciones de absorbancia 260/230 (Anexo 9), el 35 % de las
muestras de ADN presentaron valores por debajo a 1.5, lo que indica la contaminacion
con sales, carbohidratos y/o fenoles (Banco Nacional de ADN Carlos 111, 2016), aun
asi la variacion en los resultados no influyo en la amplificacion de ADN ya que la

mayoria de valores no se alejaron significativamente de la media, 1.86 + 1.21.

3.2.2. Amplificacién de CO1

De las 60 muestras de ADN obtenidas, se amplificé un fragmento del gen mitocondrial
CO1 en todas mediante el protocolo establecido. Las temperaturas de hibridacion
fueron establecidas mediante ensayos previos en un termociclador con gradientes,
probando temperaturas entre 45 — 53 °C de acuerdo a varios protocolos de
amplificacién de CO1 en Phoridae (Boehme, et al., 2010; Brown & Smith, 2010; Hash,

Brown, Smith, & Kanao, 2013), siendo las temperaturas de 47.5 y 48.5 °C, las
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adecuadas para la amplificacién de CO1 en los especimenes analizados, obteniéndose

de ellas un 48.3 y 45 % de amplicones, respectivamente.

Mediante electroforesis en gel de agarosa se pudo constatar la presencia de una Unica
banda de alrededor de 600 pb en todas las muestras amplificadas con los cebadores
LCO1490 Y HCO2198 (Figura 7), obteniéndose un total de 58 amplicones. En el caso
de los cebadores C1-J-1632 y C1-N-2191, se amplifico Unicamente dos muestras, que
con los cebadores anteriores fueron dificiles de obtener; los resultados indican la

presencia de una Unica banda de alrededor de 500 pb en cada muestra (Figura 8).

Geles de electroforesis de CO1 amplificados con LCO1490 y HCO2198

111 112 112 114 135 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 | Composicion gel
~ R A 2= TBE 0.5 X en 100 ml
: 1gr. Agarosa
500 ph & Con Sybrsafe
Carga posillos
2ul LB+ 2ul Ladder

3 ul ADN

(@

Composicion gel
TBEO.5X en 100 ml
1 gr. Agarosa

il Con Sybrsafe

i Carga posillos
2ul LB+ 2 ul Ladder
3 ul ADN

500 pb [ e

(b)

Figura 7. (a) Gel de electroforesis de amplicones obtenidos con 47.5 °C y (b) 48.5 °C de
temperatura de hibridacion. Presencia de Unica banda de alrededor de 600 pb.

Codigos ADN p73:112, p75:114; p76:115; p77:116; p78:117; p80:119; p81:120; p82:121;
p83:122, p250:479; p251:480; p252:481; p253:482; p257:484; p259:486; p261:488; p265:491;
p268:493; p270:495; p271:496; p272:497; p273:498; p275:499.

Fuente: El autor, 2017.
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Gel de electroforesis de CO1 amplificados con C1-J-1632 y C1-N-2191

i 8 327 328 329 330 331 332 333 334 335 336 337 338 339 340

B Composicidn gel
TBE 0.5 ¥ en 100 mi
1 gr. Agarosa

Con Sybrsafe

Carga posillos
m -m- 1) (17,19) (38,35) | 2ul LB+ 2 ul Ladder

S 5 ul ADN

500 pb

Figura 8. Gel de electroforesis de amplicones obtenidos con 48.5 °C de temperatura de
hibridacion. Presencia de Unica banda de alrededor de 500 pb que corresponde a las muestras de
ADN p89:339 y p91:340. Cebadores C1-J-1632=38 y C1-N-2191=39. Los codigos (16,17),
(18,19) y (17,19) corresponden a otros pares de cebadores con los que se realizaron pruebas.

Elaborado por: El autor, 2017.

3.2.3. Analisis y caracteristicas de las secuencias

Los amplicones secuenciados por la empresa Eurofins MWG Operon, fueron
generados en formato “ab1”, y presentaron una calidad superior al 80 %. Después de
editadas las secuencias de CO1, en el programa Geneious (v 9.1), se lograron generar
un total de 57 secuencias consenso con un porcentaje de calidad mayor al 85 %, con
la excepcidén de Conicera MEPN 3 RB, cuya calidad fue del 13 %, aun asi se la
considerd dentro de los analisis posteriores, debido a los porcentajes de homologia con
Conicera sp. (Query cobert (QC) de 99 %, ldentidad del 92 % y valor-E de 0)
determinados por el BLASTn. Las secuencias consenso generadas, en su mayoria

constaron con una longitud media de 670 pb (Anexo 10).

El alineamiento de las secuencias mostré una ausencia de inserciones y deleciones
tanto entre el set de secuencias de interés como de los grupos externos usados, ademas
el conjunto de datos muestra un contenido del 67.4 % en adenina y timina, similar al

porcentaje de Ay T obtenido por Hash et al. (2013) que reporta un valor de 71.1 %.
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(a). Distancias genéticas

Para el analisis de distancias intraespecificas se analizaron un total de 12
morfoespecies (Tabla 4), de las cuales se reportdé mas de un individuo, sus valores
oscilaron entre 0 y 1.13 %, con una mayor frecuencia de distancias iguales a O,
indicandose asi la correspondencia de cada individuo con su respectiva morfoespecie
identificada morfolégicamente, ademas de compartir el mismo haplotipo. Trabajos
realizados por Boehme et al. (2010) y Héaggqvist et al. (2015) en identificacion de
especimenes de Phoridae, reportan una distancia genética intraespecifica de CO1 entre
1 — 2 %, valores que juntos a los obtenidos en el presente estudio, son determinantes

en la asociacion de especies en general.

Por su parte las diferencias en las distancias intraespecificas con respecto a la localidad
a la que pertenecen cada individuo, muestran una distancia genética del 0.2 % para
individuos de Megaselia MEPN 4, siendo los sitios registrados (Los Cedros,
Maquipucuna-Pahuma, y Rio Bravo) no constituyentes de barreras geograficas que
delimiten la presencia de esta morfoespecie en los habitats mencionados. Resultados
similares, se reportan también para los individuos de Megaselia MEPN 8 y Megaselia
MEPN 9, ambas morfoespecies con individuos registrados en Los Cedros y Rio Bravo,
y una distancia genética de cero (Tabla 4). Ambos resultados abren la oportunidad de
nuevos estudios que permitan la prediccidbn de patrones de movimiento vy
probabilidades de dispersion o mortalidad de las especies a través de las caracteristicas
del paisaje, tales como el modelo de aislamiento por resistencia, el cual estima la
relacion entre las distancias genéticas y las distancias geograficas (Garrido & Vazquez,

2013).
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Tabla 5.
Distancias genéticas dentro de grupos de Phoridae identificados en el presente estudio.

Para el célculo de las distancias se incluyeron todas las secuencias obtenidas (n=59).

orfoespecie Dista a or estanda Dista a (%
Pseudohypocera MEPN 1 0 0 0
Megaselia MEPN 2 0 0 0
Megaselia MEPN 4 0,0022 0,0022 0,22
Megaselia MEPN 5 0,0113 0,0065 1,13
Megaselia MEPN 7 0 0 0
Megaselia MEPN 8 0 0 0
Megaselia MEPN 9 0 0 0
Megaselia MEPN 10 0,0037 0,0036 0,37
Megaselia MEPN 11 0 0 0
Conicera MEPN 1 0 0 0
Puliciphora-Commoptera MEPN 1 0 0 0
Puliciphora-Commoptera MEPN 3 0 0 0

Nota: Las distancias se obtuvieron en el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013) a través del modelo
de méxima probabilidad compuesta (Tamura et al., 2004) modelado con una distribucién gamma.

Elaborado por: El autor, 2017.

En cuanto a las variaciones en las distancias interespecificas, sus valores oscilaron
entre 3.73 % (Megaselia MEPN 3 - Megaselia MEPN 4) y 71.68 % (Puliciphora-
Commoptera MEPN 3 - Puliciphora-Commoptera MEPN 2), esta Ultima distancia
manifestandose como ramas largas en la construccion del arbol filogenético de todo el
set de Phoridae (Anexo 11). Por su parte, Boehme et al. (2010) reporta una divergencia
interespecifica de 7.9 a 18.6 %, mientras que Héaggqvist et al. (2015) indica valores
entre 14 al 21%, lo cual indica una relacion mas estrecha entre las morfoespecies 3 y
4 de Megaselia, aun asi los valores reportados en el presente estudio permiten una clara
diferenciacion entre las especies. Debido a las largas distancias genéticas que
presentan Adelopteromyia, Puliciphora, Puliciphora-Commoptera y Cyphocephalus,
se procedié al calculo de las distancias Unicamente de los géneros Megaselia,

Pseudohypocera, Conicera y Dohrniphora, dando como resultado distancias
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intraespecificas entre 0 a 0.95 %, y distancias interespecificas entre 2.82 % (Megaselia

MEPN 3-Megaselia MEPN 4) y 36.2 % (T. punctata-Megaselia MEPN 1).

Histograma de distancias interespecificas vs distancias
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Figura 9. (a) Histograma de distancias inter e intraespecificas con todas las secuencias de la familia
Phoridae y (b) Histograma de distancias inter e intraespecificas excluyendo a los géneros que
presentaron largas distancias genéticas. No existe solapamiento entre las distancias genéticas.

Nota: Barras de color azul = distancias interespecificas, barra amarilla = distancias intraespecificas.

Elaborado por: El autor, 2017.

En ambos andlisis no existe el solapamiento de distancias genéticas intraespecificas e
interespecificas (Fig. 9), resultando el gen CO1 de gran utilidad e importancia para la

delineacion de especies (Meyer & Paulay, 2005) de dipteros de la familia Phoridae.
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(b). Analisis de maxima verosimilitud

El arbol generado por el método de méaxima verosimilitud y modelo de sustitucion
GTR+I+G, se lo realizé6 mediante un anlisis bootstrap con 500 réplicas (Anexo 11);
en éste se observo la agrupacion de varias de las morfoespecies de acuerdo a la
subfamilia a la que pertenecen, encontrandose un primer grupo conformado por
morfoespecies del género Megaselia y Pseudohypocera pertenecientes a la subfamilia
Metopininae; un segundo grupo conformado por los géneros Conicera y Dohrniphora
correspondientes a la subfamilia Phorinae; un tercer grupo conformado por los géneros
Adelopteromyia,  Puliciphora, Puliciphora-Commoptera y  Cyphocephalus,
pertenecientes a la subfamilia Metopininae y el dltimo a Chonocephalinae; y un cuarto
grupo conformado por dos especies de Puliciphora (Puliciphora MEPN 3 y P.
borinquenensis). Sin embargo, estos dos Ultimos grupos visualizados presentan ramas
muy largas en comparacion a los grupos externos, lo cual constituye un factor limitante
dentro del andlisis de estas secuencias, pudiendo ocurrir la repulsion de grupos
hermanos debido a que estos se ubican en las ramas largas del arbol (Siddall, 1998).
Kick, Mayer, Wégele, & Misof (2012) mencionan que la incorporacion de sitios
invariantes junto con tasas de distribucion aumentan la fiabilidad en las estimaciones
mediante méxima verosimilitud, indicando asi un correcto analisis de los datos en el
presente estudio, ya que el modelo de sustitucién elegido incluyo una proporcion de

sitios invariantes y distribucion gamma.

Los valores de soporte del 99 % en las terminales de las ramas largas, indican la
presencia de dos especies claramente definidas, Puliciphora-Commoptera MEPN 1y
Puliciphora-Commoptera MEPN 3. Se puede asumir ademas, la posibilidad de que

Puliciphora constituya un grupo parafilético, observandose a Puliciphora MEPN 3
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mas emparentada a P. borinquenensis que con el resto de morfoespecies del mismo
género. Reportes generados por BLASTN indican que las secuencias Puliciphora-
Commoptera MEPN 3, Puliciphora-Commoptera MEPN 3.1, Puliciphora-
Commoptera MEPN 1 y Puliciphora-Commoptera MEPN 1.1 tienen un parentesco
con secuencias de Megaselia sp. (Anexo 10), sin embargo, los valores con respecto al
QC e Identidad son relativamente bajos (QC de 95 — 97 %, Identidad de 80 -85 % y
valor-E de 2e-180 - 4e-137), en cuanto a los valores Gptimos que indican una alta
homologia entre especies (Identidad > 98 %, valor-E < 0.01) (Altschul, et al., 1997;
James-Kewnt, 2002), por tanto se asume que esta relacion es indicativa de que las
morfoespecies analizadas pertenecen a la subfamilia Metopininae. Por otro lado
analisis en BLAST de Puliciphora-Commoptera MEPN 2, muestran una considerable
relacion de homologia con la especie Lutzomyia peruensis (familia Psychodidae) con
un QC de 99 %, Identidad de 81 % y valor-E de 1e-89, esta relacion posiblemente
generada debido a la falta de informacion genética de la secuencia obtenida, ya que el
fragmento del gen CO1 del individuo constd de tan solo 425 pb; sin embargo, su
posicion en el arbol filogenético lo agrupa con secuencias del género Cyphocephalus,
concluyendo asi la correspondencia de Puliciphora-Commoptera MEPN 2 con la

familia Phoridae.

En cuanto a las morfoespecies de Puliciphora se observa a cada una de ellas ocupando
sitios distintos en el arbol, siendo clara las diferencias moleculares entre ellas. Reportes
del BLASTn indican que Puliciphora MEPN 3 y Puliciphora MEPN 2 tienen
parentesco con individuos de Megaselia sp. (Anexo 10), con valores de QC de 93 —
96%, Identidad de 85 — 86 %, y valor-E de 0, asumiendo de igual manera esta relacion,

indicativa de géneros pertenecientes a la subfamilia Metopininae. Por el contrario
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resultados del alineamiento de Puliciphora MEPN 1 en BLASTN, indican varias
secuencias emparentadas del orden Diptera, Coledptera 'y Lepidoptera, con un QC de
93 -100 %, Identidad de 81 — 82 % y valor-E de 5e-161 — 1e-152; sin embargo, aparece
agrupado, aunque con un valor de soporte bajo, a Puliciphora-Commoptera MEPN 3
dentro del arbol filogenético, asumiendo a esta morfoespecie dentro de la familia

Phoridae.

Las morfoespecies de Adelopteromyia y Cyphocephalus se las considera también
como posibles especies de interés para la generacion de cddigos de barras, ya que su
presencia en el arbol filogenético muestra agrupamientos con las demas morfoespecies
de Phoridae (Anexo 11). Reportes en cuanto al alineamiento de Adelopteromyia en
BLASTN sefialan una relacion de parentesco con secuencias de Megaselia sp. (QC de
92 — 99 %, Identidad de 84 — 85 % y valor-E de 0), sefialando asi su correspondencia
a la subfamilia Metopininae. Mientras que para las morfoespecies de Cyphocephalus
los resultados del BLASTn muestran el parentesco con especies del Orden Lepiddptera
QC de 84 y 97 %, Identidad de 79 y 83 %, y valor-E de 5e-106 y 6e-170,
respectivamente para Cyphocephalus MEPN 1y Cyphocephalus MEPN 2; los bajos
valores de Identidad y valor-E no son determinantes en las relaciones de parentesco,
por lo que las secuencias de Cyphocephalus propuestas, constituyen los primeros
reportes de especies pertenecientes a la subfamilia Chonocephalinae basados en

fragmentos de CO1.

Debido a las ramas largas presentes en los géneros antes mencionados, analisis
posteriores se realizaron Unicamente con géneros de la subfamilia Metopininae y

Phorinae, con el fin de adquirir una mejor estructura del arbol filogenético (Figura 10).
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Arbol filogenético de maxima verosimilitud de Metopininae y Phorinae
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Figura 10. Arbol filogenético de maxima verosimilitud. Modelo GTR+1+G y Bootstrap con 500

réplicas. Evidencia del género Megaselia como grupo parafilético.

Fuente: Mega 6 (Tamura et al., 2013).
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En éste nuevo arbol se puede observar la presencia de tres clados distintos, acordes a
la subfamilia a la que pertenecen cada género, encontrandose a Megaselia como un
grupo parafilético de la subfamilia Metopininae (1° y 3° clado), corroborando asi a
esclarecer la duda que se tiene de Megaselia como grupo monofilético con respecto a
los demas géneros de Phoridae (Héaggqvist, et al., 2015). Sin embargo, Hartop &
Brown (2014) mencionan la nececidad de mayores estudios en la descripcion y
abundancia de Megaselia a fin de contribuir a un mayor progreso taxondémico del
género. Secuencias del género Pseudohypocera MEPN 1 se muestran evidentemente
como una especie definida, apoyados en un valor de soporte del 100 %, aunque su
relacion de parentesco con otras secuencias, no se encuentra resuelto (valor de
Bootstrap bajo), su ubicacion en el arbol junto con secuencias de Megaselia, indican

su correspondencia dentro de la subfamilia Metopininae.

Por otra parte, se observa a Megaselia MEPN 1 dentro del grupo de secuencias de la
subfamilia Phorinae (2 ° clado), sin embargo, los valores de soporte que sustentan este

parentesco, son relativamente bajos, siendo necesarios mayores analisis.

(c). Andlisis bayesiano

Para la construccion del arbol filogenético mediante inferencia bayesiana, se procedid
a realizar el analisis por separado de las secuencias pertenecientes a la subfamilia
Metopininae y Phorinae, ya que para cada una de ellas se escogieron los modelos

evolutivos adecuados, de acuerdo con el set de datos alineados.

Para la subfamilia Metopininae, los resultados de la seleccion de los modelos

evolutivos a través del programa PartitionFinder v 2.1.1 (Lanfear, et al., 2016), sefialan
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como modelo Optimo a GTR+I+G+X, con los siguientes valores de criterios de
seleccién: logaritmo de verosimilitud = -8748.88867188, valor del estadistico BIC
(bayesian information criterion) = 18640.4256404, y nimero de parametros = 175. En
el arbol filogenético generado (Figura 11) se observan varios clados agrupando a
diferentes morfoespecies y secuencias del Genbank correspondientes a Megaselia,
evidenciando asi, la amplia diversidad de individuos de Megaselia como uno de los
géneros mas abundantes de la familia Phoridae (Brown B. V., 2010; Hartop & Brown,
2014; Héggqvist, et al., 2015). En el primer subgrupo constituido por individuos de
Megaselia MEPN 4, se observa una estrecha relacion con Megaselia MEPN 3,
planteando la posibilidad de que esta ultima morfoespecie corresponda a la primera
(basados en la escala del arbol de 0.05), sin embargo, los analisis de su divergencia
interespecifica muestran una distancia del 2.82 %, demostrandose asi la presencia de

dos morfoespecies distintas.

Los andlisis de maxima verosimilitud que indicaron la relacién de Megaselia MEPN
1 con individuos de Phorinae, fueron totalmente resueltos en los analisis bayesianos,
mostrando una mejor organizacion con los demas individuos de Megaselia, ademas de
que reportes del BLASTnN indican su parentesco con Megaselia sp. (QC de 96 %,
Identidad de 88 % y valor-E de 0). Por otro lado se observan a Megaselia MEPN 12 y
Megaselia MEPN 22 en un grupo completamente separado de las demas
morfoespecies de Megaselia analizadas, ambas con una distancia genética promedio
de 18,3 y 17,61 %, respectivamente, razon por la cual se encuentran menos
emparentadas a las morfoespecies restantes, sin embargo, muestran una estrecha
relacion, con una probabilidad posterior de 1, a M. ignobilis y M. veralli; reportes del

BLASTN sefialan su parentesco con secuencias de Megaselia sp. (Anexo 10).
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Arbol filogenético por el método bayesiano de la Subfamilia Metopininae
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Figura 11. Arbol filogenético mediante analisis bayesiano con 600 millones de generaciones, y

modelo GTR+I+G+X. Los colores representan a los distintos grupos formados dentro de Metopininae

Fuente: Beast v 2.4.5. (Bouckaert et al., 2014)
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En cuanto a la subfamilia Phorinae, los resultados de la seleccion de los modelos
evolutivos a traves del programa PartitionFinder v 2.1.1 (Lanfear et al., 2016), sefialan
como modelos dptimos a los siguientes: TRN+I para la primera posicion, HKY+1 para
la segunda posicion y HKY+G para la tercera posicion. Los criterios considerados para
la seleccion de estos modelos, constaron de los siguientes valores: logaritmo de
verosimilitud = -3867.73873901, valor del estadistico BIC = 8303.40981686, y
namero de pardmetros para cada modelo = 87. En el arbol filogenético generado
(Figura 12), se observa un primer grupo compuesto por el género Conicera, el cual se
muestra como un grupo monofilético, con una probabilidad posterior de 1; dentro de
este grupo se encuentra a individuos de Conicera MEPN 1 como una especie definida,
y emparentada a Conicera MEPN 2 y Conicera MEPN 3. La relacion entre estos dos
altimos individuos (probabilidad posterior de 0.76) en comparacion a la escala del
arbol de 0.08, indica que se tratan de dos especies diferentes, tal y como se las
identific6 morfologicamente; sin embargo, la poca variacion en los caracteres
morfoldgicos observados, sumado a la baja calidad de la secuencia de Conicera
MEPN 3 (13.1 %) (Anexo 10), plantean la hipotesis de que ambas morfoespecies
correspondan a una sola, aun asi las distancia interespecifica entre ambos grupos

muestra un valor de 7.85 %.

Por otro lado, se puede observar un segundo Y tercer grupo, ambas conformadas por
individuos del género Diplonevra y Dohrniphora, donde Dohrniphora MEPN 1y
Dohrniphora MEPN 2 se encuentran emparentadas genéticamente a Dohrniphora
cornuta, con una probabilidad posterior de 0.85. Aunque resultados en el BLASTn
reportan el parentesco de Dohrniphora MEPN 1 a Diplonevra nitidula (QC 95 %,

Identidad de 90% vy valor-E de 0) y Dohrniphora MEPN 2 a Phalacrotophora y
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Megaselia (QC 98 %, Identidad de 91 % y valor-E de 0), analisis previos mediante
maxima verosimilitud con secuencias de Diplonevra, Megaselia y Phalacrotophora,
indicaron de igual manera una mayor relacion de parentesco con secuencias de
Dohrniphora; esto sumado a la alta probabilidad posterior obtenida mediante
inferencia bayesiana, son determinantes a la hora de esclarecer la correspondencia de
las morfoespecies de Dohrniphora con su respectivo género. Hash et al. (2013)
menciona que Dohrniphora representa un grupo monofilético, y que dentro del género
las especies del Nuevo Mundo (regiones tropicales) son parafiléticas con respecto a

las del Viejo Mundo (regiones afro-tropicales, australianas y orientales).

Arbol filogenético por el método bayesiano de la Subfamilia Phorinae

similis_2_CAN
G_similis_1_CAN
C_similis_3_CAN
" similis_4_ING
C tibial_1_WNG
, C-floricola_1_GER
L C floricola_2_GER
] o« [ ©_taralis_2_GER
C_tarsalis_1_GER
an C_shnittmanni_1_GER
1 Conicera_MEFN_1_LC
U Conicers_MEPN_1.9.LG
7 [* _MEPN_3 RB
I [  MEFPN_2 R
| 'G_davcv'_i__CAN
| € dauci_2_can
P_Inmbn:_ 1_cav
O _funebns_2_CAN
D_tunebris_2_ GER
D _funebns_1_GER

==
—

| D_nitiduia_2_CAN
| D nitiduia_1_can
241 comuta_1_CAN
l ) comuta_2_ CAN
1 D_comuta_3_CAN
Dohmiphora_MEPN_1_LC
e Dohmiphora_MEPN_2_MP
B D _incisuralis_2_CAN
I_I{ :ﬁinciuuna_ 1_CAN
T D incisuralis_3_CAN
|_[ D_incisuralis_2_USA
D incisuralis_1_USA
| P ) peregina_1_GER
) ) peregrina_2_GER
A viduell,
T .

-’

0.0
Figura 12. Arbol filogenético mediante analisis bayesiano con 50 millones de generaciones. Modelo

TRN+I para la primera posicion, HKY+I para la segunda posicion y HKY+G para la tercera posicion.

Fuente: Beast v 2.4.5. (Bouckaert et al., 2014).
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Conclusiones

Andlisis morfolégicos de las morfoespecies identificadas en el presente estudio,
reportan la presencia de individuos de tres subfamilias distintas: Metopininae,
Phorinae y Chonocephalinae, donde la familia Metopininae fue la mas abundante,

siendo Megaselia el género que mas registros present6 en las localidades estudiadas.

Mediante analisis morfoldgicos se registraron 8 géneros y 37 morfoespecies, en contra
parte, analisis moleculares reportaron 41 morfoespecies, siendo evidente la gran
utilidad de los codigos de barras de ADN en la determinacion de especies. En cuanto
a los codigos de barras propuestos para la plataforma BOLDSYSTEM, se proponen a
52 secuencias (Anexo 12), de las cuales a mas de presentar buena calidad en el
fragmento de ADN, se tiene informacion morfologica, ademés de vouchers
depositados en la Coleccion de Entomologia del ICB-EPN. Los valores de bootstrap y
probabilidades posteriores en las terminales de los arboles filogenéticos, fueron

cercanos al 100 % y 1.

Los valores de las distancias genéticas intraespecificas reportadas en el presente
estudio no superan el 1 %, en tanto que las interespecificas presentan valores que
oscilan entre 3.73 — 71.68 % cuando se incluyen a los géneros Adelopteromyia,
Cyphocephalus, Puliciphora y Puliciphora-Commoptera; y valores del 2.82 — 36.2 %

cuando se excluyen a los géneros mencionados.

La ausencia del solapamiento en las distancias genéticas, tanto intra como
interespecificas, validan la utilidad del gen Citocromo oxidasa 1 (CO1) para la

identificacion molecular de especies de la familia Phoridae.
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Recomendaciones

Analizar un mayor numero de caracteres morfologicos (en base a toda la literatura
disponible) dentro de cada género de la familia Phoridae, tales como estructuras del
torax, abdomen y genitalias, a fin de complementar a una identificacion eficaz de
taxones. Para el caso particular del enorme de grupo Megaselia es importante
considerar fuentes de apoyo especializadas para la identificacion de especies de éste

género, tales como “New Megaselia site” de la plataforma Phorid.net.

Considerar otros métodos de preservacion de los especimenes, tales como la
congelacion, y el uso de alcohol isopropilico absoluto o acetona, con el fin de evitar la
degradacion del ADN y de tal manera contribuir a la obtencién de una mayor
concentracion del mismo, asi como una elevada calidad y pureza que resulten en un

analisis molecular mas éptimo.

Realizar mayores analisis moleculares dentro de los grupos, es decir, obtener un mayor
namero de secuencias de individuos de la misma especie, a fin de contribuir a un
analisis mas exhaustivo de las divergencias intraespecificas, asi como también analizar
las diferencias moleculares que presentan a nivel geografico, colaborando asi a futuros

planes de conservacion de la riqueza bioldgica de las localidades en estudio.

Tomar en cuenta que los codigos de barras de ADN vy sus analisis en arboles
filogenéticos, son Utiles para la identificacion de especies; si se requieren estudios
genéticos mas detallados, como construccion de filogenias, los cddigos de barras de
ADN pueden constituir puntos de partida para la seleccién 6ptima de taxones, y formar

parte del conjunto de secuencias necesarias para los analisis mencionados.
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Anexos
Anexo 1.
Lista de caracteres morfoldgicos de la familia Phoridae, revisados en el presente
estudio.
‘ Caracter Estados

) cabeza amarilla (0)
1. Color cabeza del halterio

cabeza oscura (1)

negro mate (0)

café oscuro (1)

2. Color de la frente café claro/amarilla (2)

negro, base café claro; negro, base café oscuro (3)

negro brillante (4)

amarillas, apice de fémur trasero oscuro; amarillas, apice de

fémur trasero negro (0)

café claras con mitad de fémur trasero oscuro (1)
3. Color de las patas

cafés oscuras dorsalmente (2)

cafés claras; amarillas; amarillas con patas traseras oscuras;

café claro con patas traseras oscuras (3)

L hacia arriba o dorsalmente (0)
4. Direccidn setas supra-antenales

hacia abajo o ventralmente (1)

) ausencia (0)
5. Engrosamiento de la vena costal

presencia (1)

] ] cerrado (0)
6. Espiraculo anterior

abierto (1)

delgado (menor que la mitad del ancho de la cara lateral del
epandrium) (0)

7. Espesor del cerco _ _ _
ancho (aproximadamente igual a la mitad del ancho de la

cara lateral del epandrium) (1)

con protuberancia (0)

8. Forma triangulo ocelar _
simple (1)

alargado (0)

redondo ligeramente alargado en el dpice (en forma de gota)

1)

9. Forma del postpedicelo

redondo (2)

o ausencia (0)
10. Muesca en terminalia

presencia (1)
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Anexo 1. (Continuacién...)

‘ Caracter

‘ Estados

tres pares (0)

11. Ndmero setas escutelares un par (1)
dos pares (2)
) un par (0)
12. NUmero setas supra-antenales
dos pares (1)

13. Pelos en anepisternum

ausentes (0)

presentes (1)

14. Pelos en epandrium

ausencia (0)

presencia (1)

15. Pelos escutelares

ausentes (0)

presentes (1)

16. Pelos en proctiger

ausencia (0)

presencia (1)

17. Pliegue anepisternal

ausencia (0)

presencia (1)

18. Setas en alula

menos de 7 setas en la alula (0)

més de 7 setas en la alula (1)

19. Setas inferiores fronto-orbitales

proximas a las setas inferiores inter-frontales (0)

distantes a las setas inferiores inter-frontales (1)

20. Setas inferiores inter-frontales

ausentes (0)

presentes (1)

21. Setas preocelares

ausentes (0)

presentes (1)

22. Tamano del cerco

cerco mas pequefio o igual que longitud de la cara dorsal del

epandrium (0)

cerco mas grande que la longitud de la cara dorsal del

epandrium (1)

23. Tamanio entre pelos del

proctiger y cerco

pelos del proctiger mas cortos que pelos de los cercos (0)

pelos del proctiger igual que pelos de los cercos (1)

24. Tamafio entre setas basales y

setas axilares

basales mas cortas que axilares (0)

basales iguales que axilares (1)

basales mas largas que axilares (2)

25. Tamafio entre setas basales y

setas ciliares

basales mas cortas que ciliares (0)

basales iguales que ciliares (1)

basales mas largas que ciliares (2)
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Anexo 1. (Continuacion...)
‘ Caracter

26. Tamario de espinas en palpos

‘ Estados

cortas (menor o igual a longitud media del palpo) (0)

largas (mayor a longitud media del palpo) (1)

27. Tamanio de postpedicelo

pequefio (no cubre parte de ojos o frente) (0)

grande (cubre parte de ojos o frente) (1)

28. Tamario de protuberancia del

triangulo ocelar

menor relieve (0)

mayor relieve (1)

29. Tamanio de setas ciliares de la

vena costal

cortas (menor a altura de horquilla R2+3-Ra+s) (0)

largas (mayor a altura de horquilla Rz+3-Ra+s) (1)

30. Tamario setas supra-antenales

cortas (menor a longitud media de la altura de la frente) (0)

largas (igual o mayor a longitud media de la altura de la
frente) (1)

31. Tibia media con par setas

basales

ausencia (0)

presencia (1)

32. Tibia media con seta anterior

en el apice

ausencia (0)

presencia (1)

33. Tibia trasera con par de setas

basales

ausencia (0)

presencia (1)

34. Tibia trasera con fila de setas
espinales

ausencia (0)

presencia (1)

35. Tibia trasera con fila de setas

gruesas

ausencia (0)

presencia (1)

36. Tibia trasera empalizada

ausencia (0)

presencia (1)

37. Ubicacion setas inter-frontales

por debajo de las setas supra-antenales (0)

en linea recta a las setas supra-antenales (1)

por encima de las setas supra-antenales (2)

38. Vena Ra+3

ausencia (0)

presencia (1)

39. Vena Sc

incompleta (0)

completa (1)

Nota: Los caracteres morfoldgicos dificiles de observar debido al mal estado del individuo (presencia

de polvo, partes del cuerpo dobladas o fragmentadas) se codificaron con una interrogante (?). Mientras

que los caracteres morfologicos ausentes para ciertos géneros de la familia Phoridae, se los codific6 con

un guion bajo ().

Elaborado por: El autor, 2017.
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Anexo 2.

Ubicacion de los caracteres morfoldgicos tomados en cuenta para su medicion.

Setas y detalles de la cabeza

AL

(@)
Anexo 2-A. (a) Vista frontal de la cabeza de Megaselia deningi (&'). MF = surco medial. Setas: O =
ocelares, PL = postero-laterales, PO = preocelares, ML = medio-laterales, AL = antero-laterales o
inferiores fronto-orbitales (FO) (Brown B.V., 2010), A = antiales o inferiores inter-frontales (IF)
(Brown B.V., 2010), SA = supra-antenales.

Fuente: Disney (1994).

Estructuras y detalles del térax

Anexo 2-B. (a) Lado izquierdo del térax de Megaselia ciliata. Pr = propelura, s = espiraculo, Me =
mesopleura, f = pliegue mesopleural o pliegue anepisternal (Brown B.V., 2010), hu = humero, Pt =
pteropleura, St = esternopleura, Hy = hipopleura, ha = halterio, ¢ = coxa.

Fuente: Disney (1994).
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Anexo 2. (Continuacién...)

Venas y secciones del ala

N
) s e

—— 7

(b)

Anexo 2-C. (a) Ala derecha de Megaselia stenoterga (3). (b) Region antero-basal del ala derecha de
M. subtumida (). A = setas axilares, ¢ = setas ciliares de la vena costal, 4-7 = venas 4-7, B = setas
basales de la costa, H = vena humeral, C = punta de la vena costal, 1 = vena 1 o R; (Brown B.V.,
2010), 2 = vena 2 0 Rz+3 (Brown B.V., 2010), 3 = vena 3 0 vena R4ss (Brown B.V., 2010), S = vena
subcostal (Sc), Si-Ss = secciones costales 1-3.

Fuente: Disney (1994).
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Anexo 3.

Lista de morfoespecies, codigos y localidades de la familia Phoridae empleadas para la identificacion molecular.

Muestra  Cddigo MEPN Morfoespecie Localidad General Localidad Especifica
1 9900 Adelopteromyia MEPN_1 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
2 9911.3 Conicera MEPN_1 Los Cedros Sendero Inca
3 9911.4 Conicera MEPN_1 Los Cedros Sendero Inca
4 9912 Conicera MEPN_1 Los Cedros Sendero Inca
5 9907.2 Conicera MEPN_2 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
6 9876 Conicera MEPN_3 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
7 15052.2 Cyphocephalus MEPN_1 Maquipucuna-Pahuma Maquipucuna Sur
8 15055.2 Cyphocephalus MEPN_2 Maquipucuna-Pahuma Sendero Oso de anteojos
9 15045 Dohrniphora MEPN_1 Los Cedros Sendero Inca
10 15047 Dohrniphora MEPN_1 Los Cedros Sendero Inca
11 15065 Dohrniphora MEPN_2 Maquipucuna-Pahuma Sendero Principal
12 9957.6 Megaselia MEPN_1 Los Cedros Sendero Inca
13 9882.3 Megaselia MEPN_2 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
14 9882.4 Megaselia MEPN_2 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
15 9865 Megaselia MEPN_3 Mindo Rio Bravo, Estacion 3
16 15093 Megaselia MEPN_4 Maquipucuna-Pahuma Maquipucuna Sur
17 15743 Megaselia MEPN_4 Maquipucuna-Pahuma Maquipucuna Sur
18 15739 Megaselia MEPN_4 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
19 9925.7 Megaselia MEPN_4 Los Cedros Sendero Inca
20 9925.8 Megaselia MEPN_4 Los Cedros Sendero Inca
21 9886.2 Megaselia MEPN_5 Mindo Rio Bravo, Estacion 3
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Anexo 3. (Continuacion...)

Muestra ‘ Cédigo MEPN

Género

Morfoespecie

Localidad General

Localidad Especifica

22 9886.3 Megaselia MEPN_5 Mindo Rio Bravo, Estacion 3
23 9860 Megaselia MEPN_5 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
24 15263 Megaselia MEPN_6 Maquipucuna-Pahuma Sendero Oso de anteojos
25 4080 Megaselia MEPN_7 Mindo Rio Bravo, Estacion 1
26 15035.1 Megaselia MEPN_7 Mindo Rio Bravo, Estacion 1
27 15035.2 Megaselia MEPN_7 Mindo Rio Bravo, Estacion 1
28 7459 Megaselia MEPN_8 Mindo Rio Bravo, Estacion 1
29 9961 Megaselia MEPN_8 Los Cedros Sendero Oso

30 9927.1 Megaselia MEPN_9 Los Cedros Sendero Inca

31 9890 Megaselia MEPN_9 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
32 9888.4 Megaselia MEPN_10 Mindo Rio Bravo, Estacion 3
33 9888.5 Megaselia MEPN_10 Mindo Rio Bravo, Estacion 3
34 15088.3 Megaselia MEPN_11 Maquipucuna-Pahuma Sendero Oso de anteojos
35 15059.3 Megaselia MEPN_11 Maquipucuna-Pahuma Sendero Oso de anteojos
36 9899 Megaselia MEPN_12 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
37 9966 Megaselia MEPN_13 Los Cedros Sendero Cascada

38 9925.6 Megaselia MEPN_14 Los Cedros Sendero Inca

39 9926 Megaselia MEPN_14 Los Cedros Sendero Inca

40 9903 Megaselia MEPN_15 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
41 9882.5 Megaselia MEPN_16 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
42 9939.3 Megaselia MEPN_17 Los Cedros Sendero Inca

43 15081.2 Megaselia MEPN_18 Maquipucuna-Pahuma Sendero Oso de anteojos
44 15081.3 Megaselia MEPN_18 Maquipucuna-Pahuma Sendero Oso de anteojos
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Anexo 3. (Continuacién...)

Muestra | Cédigo MEPN Género Localidad General Localidad Especifica

45 15083 Megaselia MEPN_19 Maquipucuna-Pahuma Sendero Principal

46 9939.4 Megaselia MEPN_20 Los Cedros Sendero Inca

47 9945 Megaselia MEPN_21 Los Cedros Sendero Oso

48 9914.8 Megaselia MEPN_22 Los Cedros Sendero Oso

49 9909 Megaselia MEPN_23 Los Cedros Sendero Inca

50 15037 Megaselia MEPN_24 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
51 15091 Megaselia MEPN_25 Maquipucuna-Pahuma Sendero Principal

52 15054 Megaselia MEPN_25 Maquipucuna-Pahuma Sendero Principal

53 9928 Megaselia MEPN_26 Los Cedros Sendero Inca

54 9881.1 Pseudohypocera MEPN_1 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
55 9881.2 Pseudohypocera MEPN_1 Mindo Rio Bravo, Estacion 2
56 9918 Puliciphora MEPN_1 Los Cedros Sendero Inca

57 15082 Puliciphora MEPN_2 Maquipucuna-Pahuma Sendero Oso de anteojos
58 15078.2 Puliciphora MEPN_3 Maquipucuna-Pahuma Sendero Principal

59 9938 Puliciphora-Commoptera | MEPN_1 Los Cedros Sendero del Rio

60 9921.2 Puliciphora-Commoptera | MEPN_1 Los Cedros Sendero del Rio

61 9941.2 Puliciphora-Commoptera | MEPN_2 Los Cedros Sendero Inca

62 9914.6 Puliciphora-Commoptera | MEPN_3 Los Cedros Sendero Oso

63 9914.7 Puliciphora-Commoptera | MEPN_3 Los Cedros Sendero Oso

Nota: Codigo MEPN, designado por el Instituto de Ciencias Bioldgicas de la Escuela Politécnica Nacional (ICB-EPN).

Elaborado por: El autor, 2017.
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Anexo 4.

Protocolo de extraccion de ADN de los especimenes de Phoridae analizados en el

presente estudio.

Reactivo Cantidad (pl) Incubacion Centrifugacion
Solucion de lisis 80
Proteinasa K 1 57 °C
Sol. precipitacion de proteinas 35 13 000 rpm por 5 min
Isopropanol 100 13 000 rpm por 5 min
Alcohol 70 % 100 13 000 rpm por 5 min
Agua 15

Nota: El tiempo de incubacién de la muestra corresponde a 2 horas.

Elaborado por: El autor, 2017.

Anexo 5.

Cantidades y concentraciones de cada reactivo empleado para la preparacion del

Master mix.
Reactivo Concentracion inicial Cantidad Concentracion final

Agua milli g 18.3 ul
Buffer PCR 10 X 25u 1X
MgCl; 50 mM 1.5l 3mM
dNTP's 10 mM 0.5ul 0.2mM
Primer forward 10 uM 0.5l 0.2 uM
Primer reverse 10 uM 0.5ul 0.2 uM
Taqg polimerasa 5U/pL 0.25 ul 0.05 U/ul
ADN 1ul
Volumen total 25 ul

Elaborado por: Toapanta, 2017.

Fuente: Thermo Fisher Scientific, 2015.
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Anexo 6.

Secuencias de CO1 de especies de Phoridae descargadas de Bold System y del

Genbank.

‘ Especie Pais Codigo BOLD / Genbank
Conicera dauci Canada KR754587.1
Conicera dauci Canada TTMDI472-10
Conicera floricola Alemania GMGRB1723-13
Conicera floricola Alemania GMGRC1346-13
Conicera schnittmanni Alemania GMGRG2520-13
Conicera similis Canada KT076374.1
Conicera similis Canada HPPPI1481-13
Conicera similis Canada HPPPD968-13
Conicera similis Inglaterra JN896286.1
Conicera tarsalis Alemania GMGRD798-13
Conicera tarsalis Alemania GMGRD1644-13
Conicera tibial Inglaterra GU075402.1
Dohrniphora cornuta Canada JSDIR985-11
Dohrniphora cornuta Canada JSDIR860-11
Dohrniphora cornuta Canada SMTPR691-16
Dohrniphora incisuralis Canada TTMDJ723-10
Dohrniphora incisuralis Canada TTMDI452-10
Dohrniphora incisuralis Canada TTMDI379-10
Dohrniphora incisuralis USA BBDIV682-12
Dohrniphora incisuralis USA BBDIV1004-12
Diplonevra funebris Canada CNPPD1618-12
Diplonevra funebris Canada CNPPH741-12
Diplonevra funebris Alemania GMGMN1095-14
Diplonevra funebris Alemania GMGMJ1123-14
Diplonevra peregrina Alemania GBDP15566-14
Diplonevra peregrina Alemania GBDP15567-14
Diplonevra nitidula Canada BBDEE539-10
Diplonevra nitidula Canada BBDEE037-10
Megaselia arcticae Canada ASDIP056-15
Megaselia arcticae Canada ASDIP053-15
Megaselia conglomerata Canada CNWLO414-13
Megaselia conglomerata Canada SSGLA4038-15
Megaselia conglomerata Canada NGAAE143-14
Megaselia discreta Alemania GMGRF4046-13
Megaselia discreta Alemania GMGRF813-13
Megaselia discreta Alemania GMGRG156-13
Megaselia eccoptomera Canada KT118234.1
Megaselia eccoptomera Canada KT118234.1

85



Anexo 6. (Continuacion...)

‘ Especie Pais Codigo BOLD / Genbank
Megaselia ignobilis Alemania GMGRAG618-13
Megaselia ignobilis Alemania GMGRB1197-13
Megaselia ignobilis Alemania GMGRB1606-13
Megaselia plebeia Canada CNWLD143-12
Megaselia plebeia Canada CNWLDO076-12
Megaselia plebeia Canada CNWLD426-12
Megaselia ruficornis Noruega DINORO051-11
Megaselia ruficornis Noruega DINORO050-11
Megaselia rufipes Canada CNBPA134-12
Megaselia rufipes Canada CNBPA156-12

Megaselia rufipes

Estados Unidos

GMGBB155-13

Megaselia rufipes

Estados Unidos

GMGBB454-13

Megaselia spiracularis China JQ941752.1
Megaselia spiracularis China JQ941751.1
Megaselia scalaris Ecuador QCAZI_122136 *
Megaselia scalaris Ecuador QCAZI_122135*
Megaselia scalaris Ecuador QCAZ|_122138 *
Megaselia subfuscipes Alemania GMGRE1323-13
Megaselia subfuscipes Alemania GMGRD1630-13
Megaselia subfuscipes Alemania GMGRG467-13
Megaselia subpalpalis Canada KR697502.1
Megaselia subpalpalis Canada KR697259.1
Megaselia verralli Alemania GMGRD098-13
Megaselia verralli Alemania GMGRD2118-13
Megaselia verralli Alemania GMGRD2631-13

Megaselia sp Estados Unidos GMGBB356-13
Megaselia sp Estados Unidos BBDIT1876-12
Megaselia sp Canada CNPPJ228 12
Megaselia sp Canada TTMDI782_10
Puliciphora borinquenensis Alemania GU075407.1
Puliciphora sp Canada CNPPC705-12
Puliciphora sp Canada SMTPI664-14
Puliciphora sp Canada SSPPA2000-15
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Nota: Las secuencias marcadas con (*) corresponden a secuencias de CO1 registradas en la base de
datos del Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador (QCAZ).

Elaborado por: El autor, 2017.
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Anexo 7.

Medidas en pum de caracteres morfoldgicos tomados en cuenta para la identificacién de morfoespecies de cada género de Phoridae en estudio.

c ) Conicera Cyphocephalus  Dohrniphora Megaselia Pseudohypocera  Puliciphora  Puliciphora-Commoptera
aracteres
(20) (8) ©) (114) ©) (19) (22)
Longitud total individuo 1510.4 £136.6 | 1205.2+81.7 | 1992.4 +£270.7 | 2250.8 +524.7 | 2287.3 +135.6 | 1486.9+177.3 1076 + 168.9
Longitud entre setas inter-frontales
] . 142+49 43.8+6 33.4+12.4 119+26 22.8+4.3 20.1+4
(IF) y fronto-orbitales (FO)
Longitud entre setas preocelares
61.5+£7.3 155+0.6 189.2£16.9 80.6 £ 20.8 216.3+22.8 47.8+8.11 43.7+9.4
(PO) y supra-antenales (SA)
Diametro del espiraculo anterior 246 +5.7 116+1.1 48.4+3.1 35.5+9.3 89.5+39.2 205+54 20.9+54
Altura de la horquilla formada por
_ _ 38.6 5.4 67.5+28.3 9% +4 _ _
R2+3 Yy R4+s
Tamafio entre S; y S-S 1755+ 45.2 30.2+22 451 +48.8 75.9+67.4 106.7 £ 25.9 74.8£35.1 114.6 £ 36
Tamafio de la vena costal 50 - 100 50 - 100 44.6 +40.2 102.9 £ 75.7 40-60 30-70 40 - 60

Nota: Se excluyo al género Adelopteromyia puesto que solo present6 2 individuos para su medicién. Los nimeros en paréntesis representan el nimero de individuos medidos.

El valor del tamafio entre S; y S,-Ss corresponde a la diferencia en el tamafio entre ambas secciones. El valor del tamafio de la vena costal corresponde a la diferencia en el

tamafio entre la vena costal y la longitud media del ala.

Elaborado por: El autor, 2017.
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Anexo 8.
Fotografias de vista lateral (VL) y frontal (VF) de las morfoespecies de cada género

de Phoridae identificados en el presente estudio.

Cyphocephalus MEPN 1

Anexo 8-A. (a) VF de la cabeza de Cyphocephalus MEPN 1. Frente estrecha, postpedicelo grande-redondo
ligeramente alargado.
Fuente: El autor, 2017.

Cyphocephalus MEPN 2

@ (0)

Anexo 8-B. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Cyphocephalus MEPN 2. Frente mas amplia, postpedicelo
grande-redondo ligeramente alargado; vena costal igual a longitud media del ala.
Fuente: El autor, 2017.
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Anexo 8. (Continuacién...)

Adelopteromyia MEPN 1

5

Anexo 8-C. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Adelopteromyia MEPN 1. Setas frontales muy largas.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 1

Anexo 8-D. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 1. IF diagonales a FO y cercanas a SA.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 2

Anexo 8-E. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 2. IF proximas a FO y distantes de SA.
Fuente: El autor, 2017.
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Anexo 8. (Continuacion...)

Megaselia MEPN 3

Anexo 8-F. (a) VF de la cabeza de Megaselia MEPN 3. IF diagonales a FO; IF distantes y debajo de SA.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 4

Anexo 8-G. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 4. S; igual que S; y Ss3; vena Sc completa.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 5

Anexo 8-H. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 5. S; més corta que S,-Ss; Sc incompleta
Fuente: El autor, 2017.
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Megaselia MEPN 6

Anexo 8-1. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 6. Postpedicelo pequefio-redondo
ligeramente alargado.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 7

Anexo 8-J. (a) VF de la cabeza de Megaselia MEPN 7. Frente café oscura; postpedicelo grande-redondo.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 8

Anexo 8-K. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 8. Postpedicelo pequefio-redondo.
Fuente: El autor, 2017.
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Anexo 8. (Continuacién...)

Megaselia MEPN 9

@
ra

Anexo 8-L. (a) VF de la cabeza de Megaselia MEPN 9. IF diagonales y cercanas a FO; IF distantes a SA.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 10

~_

@ (b)

Anexo 8-M. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 10. IF cercanas a margen del ojo.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 11

Anexo 8-N. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 11. IF diagonales y distantes a FO; S; mas
corta que S-Sg; vena costal mayor a longitud media del ala; cerco grande y grueso.
Fuente: El autor, 2017.

92




Anexo 8. (Continuacién...)

Megaselia MEPN 13

Anexo 8-0. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 13. IF diagonales y muy distantes a FO.

Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 14

Anexo 8-P. (a) VL de Megaselia MEPN 14. Vena
costal menor a longitud media del ala.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 15

(@)

Anexo 8-Q. (a) VF de la cabeza de Megaselia
MEPN 15. IF cercanas al margen del ojo.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 16

Anexo 8-R. (a) VF de la cabeza de Megaselia MEPN 16. IF diagonales y distantes a FO, debajo de SA.

Fuente: El autor, 2017.
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Anexo 8. (Continuacién...)

Megaselia MEPN 17

Anexo 8-S. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 17. IF cercanas al margen del ojo.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 18

Anexo 8-T. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 18. IF diagonales a FO; vena Sc incompleta.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 19 Megaselia MEPN 20

@

Anexo 8-U. (a) VL de Megaselia MEPN 19. Vena | Anexo 8-V. (a) VF de la cabeza de Megaselia
costal mayor a longitud media del ala. MEPN 20. IF diagonales y distantes a FO.
Fuente: El autor, 2017. Fuente: El autor, 2017.
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Anexo 8. (Continuacién...)

Megaselia MEPN 24

(b)

Anexo 8-W. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 24. Postpedicelo grande-redondo.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 25

Anexo 8-X. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 25. IF cercanas al margen del ojo.
Fuente: El autor, 2017.

Megaselia MEPN 26

Anexo 8-Y. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Megaselia MEPN 26. IF muy préximas a FO; S; menor que
S,-Ss. vena costal mayor a longitud media del ala; cerco pequefio y grueso.
Fuente: El autor, 2017.
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Pseudohypocera MEPN 1

Anexo 8-Z. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Pseudohypocera MEPN 1. Frente negra brillante.
Fuente: El autor, 2017.

Puliciphora MEPN 1

(@ (b)

Anexo 8-AA. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Puliciphora MEPN 1. Postpedicelo pequefio-redondo
ligeramente alargado; engrosamiento entre humeral y R1; vena costal menor a longitud media del ala.
Fuente: El autor, 2017.

Puliciphora MEPN 2

Anexo 8-AB. (a) VF de la cabeza de Puliciphora MEPN 2. Postpedicelo pequefio-redondo.
Fuente: El autor, 2017.
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Anexo 8. (Continuacién...)

Puliciphora MEPN 3

(b)

Anexo8-AC. (a) VF de cabeza y (b) VL de Puliciphora MEPN 3.Vena costal mayor a long. media del ala.

Fuente: El autor, 2017.

Puliciphora-Commoptera MEPN 1

Anexo 8-AD. (a) VF de la cabeza de Puliciphora-
Commoptera MEPN 1. Frente mas amplia.
Fuente: El autor, 2017.

Puliciphora-Commoptera MEPN 2

(@)

Anexo 8-AE. (a) VF de la cabeza de Puliciphora-
Commoptera MEPN 2. Frente estrecha.
Fuente: El autor, 2017.

Puliciphora-Commoptera MEPN 3

Anexo 8-AF. (a) VF de cabeza y (b) VL de Puliciphora-Commoptera MEPN 3. Espinas largas en palpos.

Fuente: El autor, 2017.
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Anexo 8. (Continuacién...)

Conicera MEPN 1

(@)

Anexo 8-AG. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Conicera MEPN 1. SA distantes de PO.
Fuente: El autor, 2017.

Conicera MEPN 2

@

®

Anexo 8-AH. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Conicera MEPN 2. SA menos distanes de PO.
Fuente: El autor, 2017.

Conicera MEPN 3

(b)

Anexo 8-Al. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Conicera MEPN 3. SA distanes de PO; vena costal menor
que longitud media del ala.
Fuente: El autor, 2017.
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Anexo 8. (Continuacién...)

Dohrniphora MEPN 1

Anexo 8-AJ. (a) VF de la cabeza y (b) VL de Dohrniphora MEPN 1. Postpedicelo grande y alargado;
vena costal igual que longitud media del ala.
Fuente: El autor, 2017.

Dohrniphora MEPN 2

Anexo 8-AK. (a) VF de la cabeza de Dohrniphora MEPN 2. Postpedicelo alargado, mas pequefio que el
anterior; espinas largas en palpos.
Fuente: El autor, 2017.
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Anexo 9.

Medidas de cuantificacion, e indices de calidad y pureza de las muestras de ADN obtenidas en el presente estudio.

a 0dIgo ero orfo odigo AD 0 A260 A280 00/280 00 0
1 9900 Adelopteromyia MEPN_1 pl28 347.20 6.944 3.659 1.90 1.65
2 9911.3 Conicera MEPN_1 pl22 10.85 0.217 0.092 2.35 0.69
3 9911.4 Conicera MEPN_1 p123 42.97 0.859 0.272 3.15 6.16
4 9912 Conicera MEPN_1 p257 19.47 0.389 0.199 1.95 1.56
5 9907.2 Conicera MEPN_2 pl24 -15.87 -0.317 -0.277 1.15 1.52
6 9876 Conicera MEPN_3 p125 8.71 0.174 -0.053 -3.31 0.31
7 15052.2 Cyphocephalus MEPN_1 p130 3.24 0.065 0.029 2.25 6.44
8 15055.2 Cyphocephalus MEPN_2 p261 25.6 0.512 0.364 1.41 0.34
9 15045 Dohrniphora MEPN_1 p129 59.14 1.183 0.568 2.08 2.62
10 15065 Dohrniphora MEPN_2 p270 215.65 4.313 1.922 2.24 2.45
11 9957.6 Megaselia MEPN_1 p109 88.59 1.772 0.791 2.24 2.08
12 9882.3 Megaselia MEPN_2 pl17 68.42 1.368 0.735 1.86 0.87
13 9882.4 Megaselia MEPN_2 p271 568.04 11.361 5.332 2.13 2.5
14 9865 Megaselia MEPN_3 p28 4.60 0.092 0.065 1.41 0.33
15 15093 Megaselia MEPN_4 p31 63.58 1.272 0.593 2.14 1.24
16 15743 Megaselia MEPN_4 p32 46.36 0.927 0.416 2.23 0.68
17 15739 Megaselia MEPN_4 p265 24277 4.855 2.242 2.17 2.34
18 9925.7 Megaselia MEPN_4 p81 46.37 0.927 0.515 1.8 1.65
19 9925.8 Megaselia MEPN_4 p82 38.44 0.769 0.369 2.08 2.01
20 9886.2 Megaselia MEPN_5 p67 441.82 8.836 4.245 2.08 2.44
21 9886.3 Megaselia MEPN_5 p68 19.3 0.386 0.179 2.16 1.46
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Anexo 9. (Continuacién...)

Muestra | Cddigo MEPN Género A260 260/280 260/230

Megaselia 'MEPN 5  [p252 | 2593| 0519  0.256 2.13
23 15263 Megaselia MEPN_6 p76 30.72 0.614 0.318 1.93 1.85
24 4080 Megaselia MEPN_7 p254 180.28 3.606 1.75 2.06 2.17
25 15035.1 Megaselia MEPN_7 p3
26 15035.2 Megaselia MEPN_7 p251 204.95 4.099 1.88 2.18 2.58
27 7459 Megaselia MEPN_8 p69 29.85 0.597 0.286 2.08 1.77
28 9961 Megaselia MEPN_8 p250 196.93 3.939 1.812 2.17 2.47
29 9927.1 Megaselia MEPN_9 p275 42.68 0.854 0.369 2.31 3.09
30 9890 Megaselia MEPN_9 p269 32.05 0.641 0.273 2.35 1.42
31 9888.4 Megaselia MEPN_10 p77 40.97 0.819 0.392 2.09 2.49
32 9888.5 Megaselia MEPN_10 p78 33.64 0.673 0.317 2.12 1.93
33 15088.3 Megaselia MEPN_11 p7
34 15059.3 Megaselia MEPN_11 p80 35.14 0.703 0.321 2.19 1.97
35 9899 Megaselia MEPN_12 p120 12.19 0.244 0.097 25 0.64
36 9966 Megaselia MEPN_13 p9l 282.45 5.649 2.563 2.2 2.3
37 9925.6 Megaselia MEPN_14 p83 44.01 0.88 0.446 1.97 1.79
38 9903 Megaselia MEPN_15 p12
39 9882.5 Megaselia MEPN_16 p230 201.23 4.025 1.922 2.09 2.02
40 9939.3 Megaselia MEPN_17 p118 16.07 0.321 0.148 2.17 0.78
41 15081.2 Megaselia MEPN_18 p2
42 15081.3 Megaselia MEPN_18 p131/2 27.93 0.559 0.264 211 3.92
43 15083 Megaselia MEPN_19 p71 58.21 1.164 0.544 2.14 1.78
44 9939.4 Megaselia MEPN_20 p272 73.86 1.477 0.669 221 2.82
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Anexo 9. (Continuacién...)

Muestra | Cédigo MEPN Género A260 260280 | 260/230
45 9945 Megaselia MEPN_21 p273 421.19 8.424 3.896 2.16 2.15
46 9914.8 Megaselia MEPN_22 p101 28.41 0.568 0.26 2.18 3.14
47 9909 Megaselia MEPN_23 p253 27.38 0.548 0.269 2.03 2.16
48 15037 Megaselia MEPN_24 p73 28.03 0.561 0.261 2.14 1.5
49 15091 Megaselia MEPN_25 p75 18.93 0.379 0.201 1.88 1.13
50 9928 Megaselia MEPN_26 p89 349.63 6.993 3.2 2.19 2.61
51 9881.1 Pseudohypocera MEPN_1 pl15 43.92 0.878 0.441 1.99 1.23
52 9881.2 Pseudohypocera MEPN_1 pl16 50.73 1.015 0.522 1.94 1.06
53 9918 Puliciphora MEPN_1 p96 2.98 0.06 0.05 1.19 -1.38
54 15082 Puliciphora MEPN_2 p259 11.58 0.232 0.131 1.77 1.23
55 15078.2 Puliciphora MEPN_3 pl27 9.41 0.188 -0.048 -3.9 1.25
56 9938 Puliciphora-Commoptera | MEPN_1 p249 19.34 0.387 0.196 1.97 1.21
57 9921.2 Puliciphora-Commoptera | MEPN_1 p268 22.35 0.447 0.209 2.14 1.51
58 9941.2 Puliciphora-Commoptera | MEPN_2 p267 4.85 0.097 0.038 2.57 1.24
59 9914.6 Puliciphora-Commoptera | MEPN_3 p99 4.74 0.095 0.058 1.62 1.38
60 9914.7 Puliciphora-Commoptera | MEPN_3 p100 5.96 0.119 0.056 2.11 1.3

Nota: Las muestras de ADN cuyo valor de cuantificacidn y absorbancia se encuentran en blanco, no se reportaron debido a pérdida de la informacién. Los valores negativos
reportados pueden asumirse a muestras residuales en el pedestal del Nanodrop, antes de realizar la medicion del blanco, por lo que los espectros de absorbancia de las muestras
se reflejan de tal manera (Thermo Fisher Scientific, 2016).

Elaborado por: El autor, 2017.
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Anexo 10.

Lista de secuencias consenso, codigos, calidad, tamafio, porcentaje de GC, y resultados del BLASTn, de morfoespecies de la familia Phoridae.

Cadigo

Cadigo secuencia

Calidad

Tamario

Accesion

Query

Identidad

Valor

ADN (%) (s]9)] cobert (%0) (%) E
1 | 9900 pl28 Adelopteromyia_ MEPN_1_RB 87.8 704 36.4 | Megaselia scalaris | KC192982.1 99 84 0
2 | 99113 pl22 Conicera_MEPN_1 LC 95.8 697 31,9 | Conicera sp KR741632.1 94 91 0
3 | 9912 p257 Conicera_MEPN_1.1 LC 99.1 684 31.9 | Conicera sp KR741632.1 96 91 0
4 | 9907.2 pl24 Conicera_MEPN_2_RB 95.5 691 30.1 | Conicerasp KR741632.1 95 92 0
5 | 9876 pl25 Conicera_MEPN_3 RB 13.1 518 29.9 | Conicera sp KR644368.1 99 92 0
6 | 15052.2 | pl30 Cyphocephalus_ MEPN_1 MP 98.1 686 41.5 | P. semirufa KX300311.1 84 79 5E-106
7 | 15055.2 | p261 Cyphocephalus_ MEPN_2_MP 96.2 713 33.0 | R. fugax AB015867.1 97 83 6E-170
8 | 15045 p129 Dohrniphora MEPN_1 LC 97.2 685 32.7 | D. nitidula KT110932.1 95 90 0
9 | 15065 p270 Dohrniphora_ MEPN_2_MP 99.2 664 32.2 | Phalacrotophora sp | KR439173.1 98 91 0
10 | 9957.6 p109 Megaselia. MEPN_1 LC 94.7 679 35.6 | Megaselia sp KR656469.1 96 88 0
11 | 9882.3 pl17 Megaselia_ MEPN_2_RB 91.4 683 31.2 | Megaselia sp KP693316.1 96 92 0
12 | 9882.4 p271 Megaselia,_ MEPN_2.1 RB 97.9 676 31.4 | Megaselia sp KP693316.1 97 92 0
13 | 9865 p28 Megaselia_MEPN_3 RB 96.9 681 31.1 | Megaselia sp KR597673.1 96 96 0
14 | 15093 p31 Megaselia._ MEPN_4_MP 96.6 681 31.3 | Megaselia sp KR597673.1 96 96 0
15 | 15743 p32 Megaselia_MEPN_4.1 MP 93.4 685 31.4 | Megaselia sp KR597673.1 96 96 0
16 | 15739 p265 Megaselia._ MEPN_4.2 RB 96.0 680 31.0 | Megaselia sp KR597673.1 96 96 0
17 | 9925.7 p81 Megaselia_ MEPN 4.3 LC 97.2 683 31.2 | Megaselia sp KR597673.1 96 96 0
18 | 9925.8 p82 Megaselia_MEPN_4.4 LC 95.4 673 31.1 | Megaselia sp KR597673.1 97 96 0
19 | 9886.2 p67 Megaselia_MEPN_5 RB 96.6 684 33.3 | M. spiracularis JQ941751.1 98 90 0
20 | 9860 p252 Megaselia_MEPN_5.1 RB 97.8 680 33.2 | Megaselia sp KR758555.1 96 90 0
21 | 15263 p76 Megaselia_ MEPN_6_MP 89.0 683 32.7 | Megaselia sp KT100688.1 96 92 0
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Anexo 10. (Continuacion...)

| | MEPN ADN % pb cobert (% % E
22 | 4080 p254 Megaselia_ MEPN_7_RB 97.6 675 31.6 | M. rufipes KT105504.1 97 91 0
23 | 15035.1 | p3 Megaselia_ MEPN_7.1 _RB 97.3 679 31.8 | M. rufipes KT105504.1 96 91 0
24 | 15035.2 | p251 Megaselia_ MEPN_7.2_RB 97.6 677 31.5 | M. rufipes KT105504.1 97 91 0
25 | 7459 p69 Megaselia_ MEPN_8 RB 98.1 675 33.9 | Megaselia sp KR749571.1 97 90 0
26 | 9961 p250 Megaselia_ MEPN_8.1_LC 98.5 686 34.1 | Megaselia sp KR749571.1 95 90 0
27 | 9927.1 p275 Megaselia_ MEPN_9 LC 98.2 681 34.2 | Megaselia sp KR434091.1 96 91 0
28 | 9890 p269 Megaselia,_ MEPN_9.1 RB 97.1 683 34.4 | Megaselia sp KR434091.1 96 91 0
29 | 9888.4 p77 Megaselia_ MEPN_10_RB 98.8 677 31.8 | Megaselia sp KR597673.1 97 91 0
30 | 9888.5 p78 Megaselia_ MEPN_10.1 RB 98.2 675 32.1 | Megaselia sp KP040232.1 97 91 0
31 | 15088.3 | p7 Megaselia_ MEPN_11_MP 96.3 694 31.0 | Megaselia sp KR750522.1 94 92 0
32 | 15059.3 | p80 Megaselia._ MEPN_11.1 MP 97.6 678 31.0 | Megaselia sp KR750522.1 97 92 0
33 | 9899 p120 Megaselia._ MEPN_12 RB 96.2 685 34.0 | Megaselia sp KR470793.1 96 90 0
34 | 9966 p91 Megaselia. MEPN_13 LC 93.3 550 32.4 | Megaselia sp KR648923.1 99 92 0
35 | 9925.6 p83 Megaselia. MEPN_14 LC 98.4 676 33.9 | Phoridae sp KM965461.1 97 90 0
36 | 9903 p12 Megaselia_ MEPN_15 RB 96.2 684 32.5 | Megaselia sp KR601442.1 96 91 0
37 | 9882.5 p230 Megaselia_MEPN_16 RB 87.3 684 33.5 | Megaselia sp KR428818.1 96 89 0
38 | 9939.3 p118 Megaselia. MEPN_17 LC 95.7 679 33.3 | Megaselia sp KR742607.1 96 91 0
39 | 15081.2 | p2 Megaselia_ MEPN_18 MP 98.7 683 32.4 | Megaselia sp KR598223.1 96 91 0
40 | 15083 p71 Megaselia_MEPN_19 MP 97.0 674 32.3 | Megaselia sp KM938641.1 96 92 0
41 | 9939.4 p272 Megaselia_ MEPN 20 LC 97.8 677 35.7 | Megaselia sp KR471511.1 97 90 0
42 | 9945 p273 Megaselia_MEPN_21 LC 945 696 32.0 | Megaselia sp KM934976.1 94 92 0
43 | 9914.8 pl01 Megaselia_ MEPN 22 LC 98.0 683 33.4 | Megaselia sp KR426419.1 96 89 0
44 | 9909 p253 Megaselia_ MEPN_23 LC 97.5 677 31.9 | Megaselia sp KR664094.1 97 91 0
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Anexo 10. (Continuacion...)

No Cddigo | Cadigo
MEPN ADN

Cadigo secuencia

Calidad | Tamafio | GC Blast
% pb )

Accesion

Query
cobert (%

Identidad Valor
7 E
91

45 | 15037 p73 Megaselia_ MEPN 24 RB 96.6 678 32.6 | Megaselia sp KR661680.1 96 0
46 | 15091 p75 Megaselia._ MEPN 25 MP 97.7 686 31.6 | Phoridae sp KP042629.1 95 91 0
47 | 9928 p89 Megaselia_ MEPN_26 LC 92.6 550 31.1 | Megaselia sp KT116876.1 99 91 0
48 | 9881.1 pl15 Pseudohypocera_ MEPN_1 RB 98.1 668 34.3 | Megaselia sp KR429261.1 97 90 0
49 | 9881.2 pl16 Pseudohypocera MEPN_1.1 RB 96.2 665 34.4 | Megaselia sp KR429261.1 98 90 0
50 | 9918 p96 Puliciphora MEPN_1 LC 94.0 684 34.5 | A. nigritibiella EU627708.1 99 82 5E-161
51 | 15082 p259 Puliciphora_MEPN_2_MP 93.8 681 34.8 | Megaselia sp KP041834.1 96 85 0
52 | 15078.2 | pl27 Puliciphora_ MEPN_3 MP 94.6 699 37.6 | Megaselia sp KM634815.1 93 86 0
53 | 9938 p249 Puliciphora-Commoptera MEPN_1 LC 99.7 668 35.3 | Megaselia sp KR458662.1 97 84 TE-179
54 | 9921.2 p268 Puliciphora-Commoptera MEPN_1.1 LC 97.2 670 35.2 | Megaselia sp KR458662.1 97 85 2E-180
55 | 9941.2 p267 Puliciphora-Commoptera. MEPN_2 LC 94.2 425 33.6 | L. peruensis AB984458.1 99 81 1E-89
56 | 9914.6 p99 Puliciphora-Commoptera. MEPN_3 LC 98.0 686 32.9 | Megaselia sp KR442558.1 95 80 4E-137
57 | 9914.7 p100 Puliciphora-Commoptera MEPN 3.1 LC 96.5 687 33.0 | Megaselia sp KR442558.1 95 80 4E-137

Nota: Los cédigos de la secuencia son los correspondientes para la construccion de los arboles filogenéticos.

Elaborado por: El autor, 2017.
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Anexo 11.

Arbol filogenético de maxima verosimilitud de la familia de Phoridae

Megaselia MEPN 4.3 LC
93 Megaselia MEPN 4.4 LC
Megaselia MEPN 4.1 MP
98| | Megasetia MEPN 4.2 RE
Megaselia MEPN 4 MP
26 Megaselia MEPN 3 RB
99, M rufipes 1 CAN
M rufipes 2 CAN
M rufipes 2 USA
i MJ'Uﬁp:!S ! USf_l MEPN 20 LC
egaselia !
4 :Megesefr'e MEPN 21 LC
9 g9 Megaselia MEPN 7.2 RB
Megaselia MEPN 7.1 RB
Megaszelia MEPN 7 RB
99 | Pseudohypocers MEPN 1 RE
Pzeudohypocera MEPN 1.1 RB
M spiracularis 1 CHI
M spiracularis 2 CHI
99 M%%esefr’e MEPN 2 RB
Megaselia MEPN 2.1 RB
99 | Megaselia 1 CAN
Megaszelia 2 CAN
99| Megaselia MEPN 10 RE
Megaselia MEPN 10.1 RE
9, M eccoptomera 1 CAN
M eccoptomera 2 CAN
M subpalpalis 1 CAN
9 M subpalpalis 2 CAN
339 Megaselia MEPN 18 MP

2 Megaselia MEPN 17 LC
Megaselia MEPN 25 MP
= Megaselia MEPN 26 LC

Megaselia 1 USA
Megaselia 2 USA
Megaselia MEPN 23 LC
Megaselia MEPN 8.1 LC
Megaselia MEPN &8 RB
9| Megaselia MEPN 11.1 MP
Megaselia MEPN 11 MP
M arcticae 1 CAN
a9 M areticae 2 CAN

M verralli 2 GER

a4 EE M verralli 3 GER
M verralli 1 GER
Megaselia MEPN 24 RB

gg | M ignobilis 1 GER

M ignobilis 3 GER

M ignobilis 2 GER

Megaselia MEPN 12 RB
Megaselia MEPN 13 LC

99 | Megaselia MEPN 5 RS

Megaselia MEPN 5.1 RB

M ruficorniz 2 NOR

M ruficorniz 1 NOR

99 | M ruficornis 2 GER

B3' M ruficornis 1 GER

Megaselia MEPN 22 LC

M plebeiz 2 CAN
12 M plebeiz 1 CAN
991 M plebeiz 3 CAN

93 M subfuscipes 2 GER
M subfuscipes 3 GER
M subfuscipes 1 GER
M discrets 1 GER
M discrets 2 GER
M discrets 3 GER
Megaselia MEPN & MP
Megaselia MEPN 14 LC
Megaselia MEPN 16 RB
M scalariz 2 ECU
93 | M scalaris 1 ECU
M scalariz 3 ECU
M scalariz 4 ECU
Megaselia MEPN 15 RB
99| Megaselia MEPN 9 LC
Megaselia MEPN 9.1 RB
Megaselia MEPN 19 MP
M conglomerata 2 CAN
M conglomerata 3 CAN
37‘3 M conglomerata 1 CAN
ED incisuralis 2 CAN
52 | p incisuratis 3 CAN
93 ||, O incisuratis 1 USA
D incizuraliz 2 USA
D incizuraliz 1 CAN
Dohrniphora MEPN 2 MP
Dohrniphora MEPN 1 LC
93, D funebris 1 CAN
D funebriz 2 CAN
D funebriz 2 GER
a9 D funebriz 1 GER
D nitidula 2 CAN
99 D nitidula 1 CAN
99| D peregrina 1 GER
D peregrina 2 GER
93, C dauci 1 CAN
C dauci 2 CAN
C zchnittmanni 1 GER
Conicera MEPN 3 RE
Conicera MEPN 2 RE
Conicera MEPN 1 LC
9% Conicera MEPN 1.1 LC
3| C foricola 1 GER
4 C floricola 2 GER
C tarsalis 2 GER
aa | C tarsalis 1 GER

24

=
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Anexo 11. (Continuacion...)

Arbol filogenético de maxima verosimilitud de la familia de Phoridae
(Continuacion...)

C floricola 2 GER

C tarsalis 2 GER

99 C tarsalis 1 GER
Ctibial 1 ING

C zimilis 4 ING

C =zimilis 1 CAN

99| C similis 3 CAN

C =zimilis 2 CAN

Megaszelia MEPN 1 LC

D cornuta 3 CAN

D cornuta 1 CAN

991D comuts 2 CAN

[ Fuliciphora MEPN 2 MP
———————————————————— Adelopteromyiz MEPN 1 RE
99, Puliciphora-Commoptera MEPN 1.1 LG
Puliciphora-Commopters MEPN 1 LC
13 a0 93, Puliciphora-Commoptera MEPN 3 LC
| Puliciphora-Commopters MEPN 3.1 LC
H = Fuliciphora MEPN 1 LC
Puliciphora 2 CAN
33 = Puligiphors 3 CAN
L puliciphora 1 CAN
a2 Fuliciphora-Commoptera MEPN 2 LC
——————————————— Cyphocephalus MEPN 2 MP
30 g7 ——— Cyphocephalus MEPN 1 MP
P boril iz 1 GER
FPuliciphora MEPN 3 MP
45 T it
T Aviduclia
01

en comparacion a las ramas de los grupos externos (T. punctata y A.viduella).

Fuente: Mega 6 (Tamura et al., 2013).

Anexo 11. Arbol filogenético de maxima verosimilitud. Modelo GTR+I+G y Bootstrap con 500 réplicas.

Presencia de ramas mas largas (Puliciphora, Adelopteromyia, Puliciphora-Commoptera y Cyphocephalus)

107



Anexo 12.

Lista de especimenes de Phoridae propuestos como cddigos de barras moleculares.

Morfoespecie

Localidad General

Localidad Especifica

Calidad Tamafio
(%) (pb)

1 | 9900 Adelopteromyia MEPN 1 Mindo Rio Bravo, Estacion 2 87.8 704
2 | 9911.3 | Conicera MEPN 1 Los Cedros Sendero Inca 95.8 697
3 | 9912 Conicera MEPN 1 Los Cedros Sendero Inca 99.1 684
4 | 9907.2 | Conicera MEPN 2 Mindo Rio Bravo, Estacion 2 95.5 691
5 | 15052.2 | Cyphocephalus MEPN 1 Maquipucuna-Pahuma | Maquipucuna Sur 98.1 686
6 | 15055.2 | Cyphocephalus MEPN 2 Maquipucuna-Pahuma | Sendero Oso de anteojos 96.2 713
7 | 15045 Dohrniphora MEPN 1 Los Cedros Sendero Inca 97.2 685
8 | 15065 Dohrniphora MEPN 2 Magquipucuna-Pahuma | Sendero Principal 99.2 664
9 | 9957.6 | Megaselia MEPN 1 Los Cedros Sendero Inca 94.7 679
10 | 9882.3 | Megaselia MEPN 2 Mindo Rio Bravo, Estacion 2 91.4 683
11 | 9882.4 | Megaselia MEPN 2 Mindo Rio Bravo, Estacion 2 97.9 676
12 | 9865 Megaselia MEPN 3 Mindo Rio Bravo, Estacion 3 96.9 681
13 | 15093 Megaselia MEPN 4 Maquipucuna-Pahuma | Maquipucuna Sur 96.6 681
14 | 15743 Megaselia MEPN 4 Maquipucuna-Pahuma | Maquipucuna Sur 93.4 685
15 | 15739 Megaselia MEPN 4 Mindo Rio Bravo, Estacion 2 96.0 680
16 | 9925.7 | Megaselia MEPN 4 Los Cedros Sendero Inca 97.2 683
17 | 9925.8 | Megaselia MEPN 4 Los Cedros Sendero Inca 95.4 673
18 | 9886.2 | Megaselia MEPN 5 Mindo Rio Bravo, Estacion 3 96.6 684
19 | 9860 Megaselia MEPN 5 Mindo Rio Bravo, Estacion 3 97.8 680
20 | 15263 Megaselia MEPN 6 Magquipucuna-Pahuma | Sendero Oso de anteojos 89.0 683
21 | 4080 Megaselia MEPN 7 Mindo Rio Bravo, Estacion 1 97.6 675
22 | 15035.1 | Megaselia MEPN 7 Mindo Rio Bravo, Estacién 1 97.3 679
23 | 15035.2 | Megaselia MEPN 7 Mindo Rio Bravo, Estacion 1 97.6 677
24 | 7459 Megaselia MEPN 8 Mindo Rio Bravo, Estacién 1 98.1 675
25 | 9961 Megaselia MEPN 8 Los Cedros Sendero Oso 98.5 686
26 | 9927.1 | Megaselia MEPN 9 Los Cedros Sendero Inca 98.2 681
27 | 9890 Megaselia MEPN 9 Mindo Rio Bravo, Estacion 2 97.1 683
28 | 9888.4 Megaselia MEPN 10 Mindo Rio Bravo, Estacion 3 98.8 677
29 | 9888.5 Megaselia MEPN 10 Mindo Rio Bravo, Estacion 3 98.2 675
30 | 15088.3 | Megaselia MEPN 11 Magquipucuna-Pahuma | Sendero Oso de anteojos 96.3 694
31 | 15059.3 | Megaselia MEPN 11 Magquipucuna-Pahuma | Sendero Oso de anteojos 97.6 678
32 | 9966 Megaselia MEPN 13 Los Cedros Sendero Cascada 93.3 550
33 | 9925.6 | Megaselia MEPN 14 Los Cedros Sendero Inca 98.4 676
34 | 9903 Megaselia MEPN 15 Mindo Rio Bravo, Estacién 2 96.2 684
35 | 9882.5 Megaselia MEPN 16 Mindo Rio Bravo, Estacion 2 87.3 684
36 | 9939.3 | Megaselia MEPN 17 Los Cedros Sendero Inca 95.7 679
37 | 15081.2 | Megaselia MEPN 18 Magquipucuna-Pahuma | Sendero Oso de anteojos 98.7 683
38 | 15083 Megaselia MEPN 19 Magquipucuna-Pahuma | Sendero Oso de anteojos 97.0 674
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Anexo 12. (Continuacion...)

N° | Cédigo Morfoespecie Localidad General Localidad Especifica | Calidad | Tamafio
MEPN (%) (pb)

39 Megaselia MEPN 20 Los Cedros Sendero Inca 677
40 | 15037 Megaselia MEPN 24 Mindo Rio Bravo, Estacion 2 96.6 678
41 | 15091 Megaselia MEPN 25 Maquipucuna-Pahuma | Sendero Principal 97.7 686
42 | 9928 Megaselia MEPN 26 Los Cedros Sendero Inca 92.6 550
43 | 9881.1 | Pseudohypocera MEPN 1 Mindo Rio Bravo, Estacion 2 98.1 668
44 | 9881.2 | Pseudohypocera MEPN 1 Mindo Rio Bravo, Estacion 2 96.2 665
45 | 9918 Puliciphora MEPN 1 Los Cedros Sendero Inca 94.0 684
46 | 15082 Puliciphora MEPN 2 Maquipucuna-Pahuma | Sendero Oso de anteojos 93.8 681
47 | 15078.2 | Puliciphora MEPN 3 Magquipucuna-Pahuma | Sendero Principal 94.6 699
48 | 9938 Puliciphora-Commoptera MEPN 1 Los Cedros Sendero del Rio 99.7 668
49 | 9921.2 | Puliciphora-Commoptera MEPN 1 Los Cedros Sendero del Rio 97.2 670
50 | 9941.2 | Puliciphora-Commoptera MEPN 2 Los Cedros Sendero Inca 94.2 425
51 | 9914.6 | Puliciphora-Commoptera MEPN 3 Los Cedros Sendero Oso 98.0 686
52 | 9914.7 | Puliciphora-Commoptera MEPN 3 Los Cedros Sendero Oso 96.5 687

Elaborado por: El autor, 2017.
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