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Resumen

En esta investigacion se buscé evaluar el potencial de la morfometria geométrica alar y de
dos marcadores moleculares, uno mitocondrial (COI-3") y otro nuclear (ITS2) para
discriminar diez especies del género Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera: Fanniidae)
de Colombia, para lo cual se realiz6 una revision de literatura exhaustiva del género de la
region del Neotrépico, con el propdsito de conocer el estado actual de trabajos con el grupo.
Los resultados obtenidos permitieron establecer el estado del arte del género y actualizar
el nimero de especies para la region. Los datos moleculares confirmaron con precisién seis
especies previamente definidas por morfologia, mientras que para las otras especies se
encontraron resultados inconsistentes entre la morfologia y los datos moleculares, asi
mismo, se detectaron dos linajes mitocondriales para Fannia dorsomaculata sugiriendo una
diversidad oculta. Por ultimo, los andlisis de morfometria geométrica evidenciaron un fuerte
dimorfismo sexual en la conformacién alar que permitié incluso su asignacién de sexo con
alta precision basado Unicamente en esta estructura anatomica. Asi mismo, las diferencias
en el promedio de la conformacion alar a nivel interespecifico tanto en machos como en
hembras (morfoespecies) permitieron la asignaciéon correcta a su grupo (especie o
morfoespecie). Sin embargo, esas diferencias fueron superadas por las diferencias a nivel
de sexo. Este trabajo aporta la linea base para la identificacion molecular, asi como los
primeros datos de la caracterizacién morfométrica alar en este género, lo cual contribuird a

la utilidad potencial de las especies en diversas areas del conocimiento.

Palabras clave: Listado taxonémico, Calyptratae, moscas, ADN mitocondrial, segundo
espaciador transcrito interno, entomologia médico-legal, puntos de referencia,

conformacion alar.



Analysis of molecular markers and wing geometric
morphometry for the identification of species of the
genus Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera:
Fanniidae) from Colombia

Abstract

This research aimed to evaluate the potential of two molecular markers, one mitochondrial
(COI-3") and the other nuclear (ITS2), as well as the wing geometry, to discriminate ten
species of the genus Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera: Fanniidae) reported in
Colombia. First, an exhaustive literature review of the genus in the Neotropical region was
performed to know the current state of the art. The results allowed for establishing the state
of the art of the genus and updating the number of species for the neotropical region.
Secondly, a molecular analysis accurately confirmed six species previously defined by
morphology, while for the other species, inconsistent results were found between
morphology and molecular data; additionally, two mitochondrial lineages were detected for
Fannia dorsomaculata suggesting hidden diversity. Finally, the landmark-based geometric
morphometric analysis of the wings showed a strong sexual dimorphism in the wing shape,
allowing a high-precision sex assignment based solely on this anatomical structure.
Likewise, the differences in the average wing shape at the interspecific level in both males
and females (morphospecies) allowed the correct assignment to their group (species or
morphospecies); however, these differences were hidden by differences at the sex level.
This work provides the baseline for molecular identification and the first data on wing
morphometric characterization in this genus, which will contribute to the potential utility of

the species in various areas of knowledge.

Keywords: Taxonomic list, Calyptratae, flies, mitochondrial DNA, second internal
transcribed spacer, medico-legal entomology, landmarks, wing shape.
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Introduccidon general

Las moscas del género Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 representan uno de los cinco
géneros de la familia Fanniidae, con amplia distribucién geografica (Carvalho et al., 2003).
Algunas de sus especies son consideradas sinantropicas debido a su capacidad para
descomponer materia organica animal y vegetal presente tipicamente en entornos
habitados por el hombre (Carvalho et al., 2002; Wendt, 2010). Ademas, su pequefio tamafio
les facilita la colonizacién de espacios muy reducidos o encerrados (Mariani et al., 2014).
Por lo anterior, son consideradas de importancia médico-sanitaria, veterinaria, econémica
y forense (Aballay et al., 2012; Adenusi & Adewoga, 2013; Gomes et al., 2002; RozkoSny
et al., 1997; Ziaei Hezarjaribi et al., 2014).

A pesar de la importancia que tienen las especies del género en los diferentes campos, la
identificacion de sus especies en algunas ocasiones ha sido dificil, debido a factores como
i) la ausencia de claves taxonémicas para la identificacion a nivel de especie tanto en el
estado adulto como los estados inmaduros (Grzywacz et al.,, 2021), i) la similitud
morfoldgica de las hembras entre especies (Chillcott, 1961; Rozkosny et al., 1997), iii) la
ausencia de datos moleculares de referencia, en especial en la regién Neotropical
(GenBank Overview) vy, iv) el bajo nimero de especialistas en el grupo taxonémico. Para
superar las dificultades en la identificacion taxonémica de artrépodos se han propuesto
herramientas auxiliares como la taxonomia molecular y la morfometria geométrica, que han
evidenciado independientemente o en su conjunto, resultados exitosos como lineas de
evidencia tanto para la confirmacion como para la identificacion de nuevas especies
(Changbunjong et al., 2020; Gémez & Correa, 2017; Marquez et al., 2011).

La informacidn genética representa una linea de evidencia para el diagnéstico de especies
ya que en el ADN se conserva su informacién genética independientemente del estado de
desarrollo del individuo (ej. huevo, larva, pupa y adulto), ademas algunas regiones de ADN
han evidenciado su utilidad para la confirmacion taxonémica (Hebert et al., 2003; Marinho
et al., 2011). Algunos fragmentos de ADN tales como el COIl (Cytochrome C Oxidase
subunit |1 gene) del ADN mitocondrial, o el ITS2 (Internal Transcribed Spacer 2) del ADN
nuclear reunen las caracteristicas ideales para identificar especies ya que muestran baja
variabilidad intraespecifica y mayor divergencia interespecifica (Nelson, Wallman Dowton,
2007, Yao et al, 2010) . Sin embargo, estos marcadores también han presentado

limitaciones en algunos grupos taxondémicos (Virgilio et al., 2010). En moscas calipteradas
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se ha reportado el éxito del COI e ITS2 para la diferenciacion de especies de las familias
Calliphoridae, Muscidae, Sarcophagidae en el Neotropico y el viejo mundo (Amat et al.,
2023; Buenaventura et al., 2018; Edison et al., 2016; Sandoval-Arias et al., 2020;), sin
embargo, para Fanniidae y especialmente el género Fannia, no hay trabajos para las

especies Neotropicales, pero si para fauna Holartica (Grzywac et al., 2021).

a morfometria geométrica (MG) basada en puntos de referencia o “landmarks”, es una
herramienta de bajo costo, la cual permite el estudio de la conformacion de una estructura
anatomica, un atributo genéticamente mas controlado que el tamafio (Klingenberg, 2010).
La morfometria geométrica se ha aplicado al estudio de insectos a nivel microevolutivo
(Anand et al., 2022; Cortés-Suarez et al., 2021; Vilaseca et al., 2022) y macroevolutivo
(Champakaew et al., 2021; Limsopatham et al., 2021; Sontigun et al., 2017), asi como para
estudios de la ontogenia o la evaluacion del efecto de variables ambientales sobre el
fenotipo bajo condiciones controladas de laboratorio (Sim & Zuha, 2019), entre otras
aplicaciones. Tanto la MG como la taxonomia molecular constituyen lineas de evidencia
adicionales para superar los problemas de identificacion a nivel de especie que se
presentan utilizando morfologia clasica (Wells & Stevens, 2008; Zehner et al., 2004).
Teniendo en cuenta las dificultades de la morfologia clasica para la identificacién de los
diferentes estados de desarrollo del género Fannia, aunado a la ausencia de caracteres
clasicos para la diferenciacion de las hembras de sus especies, este proyecto evalué el uso
de marcadores moleculares (COIl e ITS2) y el potencial de la morfometria geométrica alar
basada en puntos de referencia (landmarks) para la identificacién de especies del género

Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera: Fanniidae) de Colombia.
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Resultados

Las busquedas en las bases de datos arrojaron 103 publicaciones que respaldan un total
de 113 especies registradas para el Neotropico, ademas de un listado de las especies
descritas para Colombia entre 2012-2019 con la informacién de la coleccion entomolégica

que resguarda los tipos.

En cuanto a los datos moleculares, las regiones COI-3 y/o ITS2 parcial permitieron la
confirmacion molecular de seis especies, mientras que entre las especies putativas Fannia
colazorrensis - F. dodgei y, F. laclara - F. aburrae se evidenciaron inconsistencias entre los
datos morfolégicos y moleculares. Adicionalmente para la especie F. dorsomaculata, se
observa la existencia de dos linajes mitocondriales indicando una diversidad oculta. Por
ultimo, los datos moleculares soportan el subgrupo pusio del Grupo canicularis, propuesto
por Chillcott, (1961) y los Grupos obscurinervis y heydenii, por Alburquerque et al. (1981)
para la region del neotrépico a partir de caracteres morfoldgicos.

Los analisis de MG alar evidenciaron un fuerte dimorfismo sexual en la conformacion alar
permitiendo incluso su asignacion de sexo con alta precisién basado Unicamente en esta
estructura anatémica. Asi mismo, las diferencias en el promedio de la conformacion alar a
nivel interespecifico tanto en machos como en hembras (morfoespecies) permitieron la
asignacion correcta a su grupo (especie o morfoespecie) en algunos casos. Sin embargo,
esas diferencias fueron superadas por las diferencias a nivel de sexo, lo que impidio la

asociacion de las hembras a sus conespecificos.
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Objetivos

General

Determinar el potencial de marcadores moleculares y la morfometria geométrica alar para
identificar especies del género Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera: Fanniidae) de
Colombia.

Especificos

Evaluar la variabilidad intra e interespecifica de marcadores moleculares (COI e ITS2) de
especies del género Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera: Fanniidae) de Colombia.

Estimar las relaciones filogenéticas de las especies evaluadas del género Fannia Robineau-
Desvoidy, 1830 (Diptera: Fanniidae) de Colombia con base en los marcadores moleculares.

Determinar el potencial de la morfometria geométrica alar para discriminar especies del

género Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera: Fanniidae) de Colombia.
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Metodologia

La metodologia se llevé a cabo en cinco pasos: 1) revision y seleccién del material, 2)
verificacién de las especies del género Fannia, 3) registro fotografico de los especimenes,

4) analisis molecular, y 5) andlisis de morfometria geométrica alar.

Revision y seleccion del material

Se analiz6 el material depositado en la Coleccion Entomoldgica Tecnoldgico de Antioquia
—CETdeA de varias localidades de los departamentos de Amazonas, Choco,
Cundinamarca, Guajira, Magdalena, Meta y Vichada.

Verificacién de las especies del género Fannia

Se identificé el material a nivel de familia siguiendo la clave taxonémica de Carvalho &
Mello-Patiu (2008). Para la identificacién a nivel de género y especie se siguieron las claves
taxonodmicas de Grisales et al., (2012) y Durango & Ramirez-Mora (2019). Con el fin de
corroborar su identificacion nivel de especie, se procedid a extraer y aclarar la genitalia
masculina (ya que las claves taxondmicas a nivel de especie estan disefiadas solo para
machos), siguiendo el protocolo de Amat & Pérez (2018). Posteriormente, se almacené en
microvial con glicerol, y los adultos se almacenaron en cajas tipo Ward debidamente
etiguetados siguiendo los protocolos de Amat & Pérez (2018), Durango & Ramirez-Mora
(2018) y Moron & Terron (1988).

Registro fotografico de los especimenes

A cada uno de los ejemplares se les realiz6 un registro fotografico de la vista anterior, dorsal,
lateral y de las alas (derecha e izquierda con escala métrica), patas posteriores (vista
anterior y posterior) con la ayuda de un estereomicroscopio Nikon modelo SMZ745T y una
camara OPTIKAM pro 3. Cada fotografia contiene la informaciébn de recoleccion,
identificacion y niumero de catdlogo. Estas fueron depositadas en el repositorio de la
CETdeA.
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Analisis molecular

Para los analisis moleculares se utilizaron como minimo cinco ejemplares por especie, de
los cuales se dejo como respaldo registros fotograficos del ejemplar completo, las patas

posteriores y los genitales de los machos.

Para la extraccién del material genético se utilizé el kit comercial GenElute(™) (Mammalian
Genomic DNA Miniprep Kits) y se realiz6 una cuantificacién con la ayuda de un Qubit®
ThermoFisher para verificar la cantidad y calidad del ADN obtenido. Mediante la técnica de
PCR (del inglés, Polymerase Chain Reaction), se amplifico un fragmento del gen COI (del
inglés, Cytochrome C oxidase subunit 1) con los cebadores C1-J-2495 y C1-N-2800
(Sperling et al., 1994; Wells & Sperling, 2001) y de la region ITS2 (del inglés, Internal
Transcribed Spacer 2), con los cebadores F2814 y R3295 (White et al., 1990). Los
productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% con
tincion de GelRed ®. Las muestras con una banda de alta o mediana intensidad se enviaron
a Macrogen, Inc. donde se realizd la purificacion y secuenciacion bidireccionalmente

mediante el método de Sanger.

Los cromatogramas obtenidos, mas las secuencias de referencia se analizaron, editaron y
alinearon en el programa Geneious 8 (Kearse et al., 2012). Para la seleccion del modelo
evolutivo se utilizaron los criterios de informacién AIC en el programa MEGAL11 (Tamura et
al., 2021). Se realizaron aproximaciones basadas en distancias y arboles. Las distancias
genéticas a nivel intra e interespecifico se calcularon para cada marcador molecular
(Kimura, 1980). Adicionalmente se evaluaron las particiones de grupos con base en
umbrales de méaxima distancia intraespecifica y su correspondencia con las especies
morfol6gicas en el programa ABGD (del inglés, Automatic Barcode Gap Discovery). Se
evalud la presencia de “barcode gap” y su umbral utilizando el paquete Spider (Brown et
al., 2012) disponible en el programa R 4.1.2 (R Development Core Team, 2015). Por ultimo,
se construyeron arboles filogenéticos para cada marcador mediante el método de maxima
verosimilitud utilizando 10.000 réplicas. Ademas, un arbol concatenado mediante el método

de inferencia bayesiana utilizando el programa BEAST (Bouckaert et al., 2014).
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Analisis morfogeométrico

Para los andlisis morfogeométricos, se utilizaron tanto machos como hembras del género
Fannia. Las alas (derecha e izquierda) fueron disectadas de cada ejemplar y fueron
dispuestas en montajes con laminas portaobjetos y cubreobjetos. Con la ayuda de un
esteremicroscopio con camara fotogréafica incorporada se realiz6 un registro fotogréafico a
cada ala con su respectiva escala métrica. Posteriormente se digitalizaron 12 puntos de
referencia o “landmarks” en cada ala en el programa TpsDig (Rohlf, 2015). Una vez obtenida
la matriz de datos se procedi6 con I) andlisis de repetibilidad para verificar la precision en
la asignacion de puntos de referencia (Arnqvist & Martensson, 1998), Il) andlisis del tamafio
centroide y variabilidad entre las especies mediante una comparacion de las medianas con
Kruskal-Wallis y un analisis de la varianza (Riafio et., 2009), Ill) un andlisis de regresion
multivariada y una MANCOVA (Andlisis Multivariante de Covarianza) para evaluar el efecto
alométrico entre las especies de Fannia. Por ultimo, se aplicé un analisis de Componentes
Principales (ACP), un MANOVA (Andlisis Multivariante de la Varianza) y Andlisis

discriminante para evaluar las diferencias en la conformacion alar entre las especies.
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Resumen

Fannia es un género de moscas que se encuentra en todos los continentes, excepto en la
Antértida, y tiene relevancia médica, veterinaria y forense. En esta revision, se realizaron
estrategias de busqueda para identificar el conocimiento actual de Fannia en el Neotrépico
y las secuencias de ADN disponibles publicamente para el género en todo el mundo. Las
busquedas en las bases de datos arrojaron 103 publicaciones que respaldan un total de
113 especies registradas para el Neotrépico. Aunque se evidencia progreso en la
descripcién de la morfologia de algunas especies en el Neotrépico y su presencia en los
paises de la region, aun queda mucho por aprender sobre su biologia, genética y ecologia.
Se necesita mas investigacion para mejorar la comprension de este género, que es

fundamental para su aplicacion en el contexto forense, médico, veterinario y sanitario.

Palabras clave

Listado taxondémico, Calyptratae, Moscas.
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Abstract

Fannia is a genus of flies that occurs on all continents except Antarctica and has medical,
veterinary, and forensic relevance. Herein, search strategies were done to identify the
current knowledge of Fannia in the Neotropics and the publicly available DNA sequences
for the genus worldwide. The database searches yielded 103 publications that support a
total of 113 species recorded for the Neotropics. While there has been some progress in
describing the morphology of some species in the Neotropics and their occurrence in
countries of the region, there is still much to understand about their biology, genetics, and
ecology. Further research is needed to enhance our understanding of this genus, which is
critical for its application in forensic science, medicine, veterinary science, and public health.

Keywords
Taxonomic checklist, Calyptratae, Flies.

Introduccioén

Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 es uno de los cinco géneros y el mas diverso dentro de
la familia Fanniidae (Insecta: Diptera: Muscoidea), con una amplia distribuciéon geogréfica
desde zonas célidas a mas templadas, con alrededor de 350 especies descritas en todo el
mundo (Pont, 2015). Para la region del Neotrépico la literatura ha referido la presencia de
77 especies del género (De Carvalho et al., 2003; Wendt, 2010). Los adultos del género,
pueden identificarse por varios caracteres morfolégicos que incluyen la forma de las venas
alares, las caracteristicas de las cerdas en el térax, patas posteriores y los genitales
masculinos (Chillcott, 1961; Wendt & Carvalho, 2007).

Los primeros trabajos acerca del género iniciaron con estudios de relaciones evolutivas y
biogeogréaficas de la familia Fanniidae que para la época (afios 60) era considerada por
varios autores como una subfamilia de la familia Muscidae. Los estudios se centraron
principalmente en el género Fannia y tuvieron sus inicios en el viejo mundo alrededor de la
década de los afios 60, donde Chillcott (1961) y Hennig (1965) (quienes consideraban a
Fanniidae como subfamilia de Muscidae), propusieron la region holartica como centro de

origen de la familia y de sus especies. Adicionalmente, Chillcott (1961) realiz6 un analisis
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de las relaciones filogenéticas al interior del género con especies holarticas y algunas de
Suramérica con base en caracteres morfolégicos externos de los adultos y las genitalias
tanto de machos como de hembras, agrupandolas en 11 grupos y 13 subgrupos. Asi,
propuso que tanto la familia como 11 grupos y subgrupos eran parafiléticos. Posteriormente,
Hennig (1965) discutio la propuesta filogenética de Chillcott (1961). Para Hennig (1965), los
caracteres que utilizé Chillcott (1961) carecian de soporte y representaban mas similitudes
morfol6égicas entre los grupos de estudio que verdaderas relaciones filogenéticas. Mas
adelante, a partir de andlisis morfolégicos de los huevos, las larvas y los adultos, Fanniidae
dejo de considerarse una subfamilia de Muscidae y fue posicionada como una familia de
Muscoidea, siendo Fannia el género mas relevante de la familia (Griffiths, 1972; Pont, 1977;
Roback, 1951; RozkoS$ny et al., 1997).

Hacia la década de los afios 80, Albuquerque et al. (1981) realizaron el primer trabajo
robusto de Fannia, en el cual incorporaron especies con distribucion Neotropical,
reconociendo ocho grupos (admirabilis, anthracina, canicularis, flavipalpis, grandis,
heydenii, obscurinervis, scalaris) y tres subgrupos dentro del grupo canicularis. Dominguez
& Roig-Jufient (2008) basados en los aportes de Chillcott (1961), Hennig (1965),
Albuguerque et al. (1981) y RozkoSny et al. (1997), propusieron una hipétesis filogenética
mediante el analisis de 151 caracteres morfolégicos externos de machos y hembras y sus
genitalias, incorporando nuevas especies y especies poco conocidas de la familia de
Suramérica, el Neotropico, Africa, Australia y Nueva Zelanda; de esa forma se comprobo la
monofilia para la familia y varias de las especies del género Fannia. Posteriormente
Dominguez & Roig-Jufient (2011) realizaron un analisis biogeografico histdrico de la familia,
centrandose en especies australes del género usando un andlisis de dispersién-vicarianza,
incluyendo especies de Norteamérica, del Paleartico Oriental y Occidental, Africa, Australia,
Nueva Zelanda, la Patagonia y el Neotropico. Como resultado, propusieron al gran
supercontinente Pangea como el origen de la familia, mientras que para el género se
establecio el Pangeico, Jurasico tardio o Cretaceo temprano, lo que difiere del origen
holartico propuesto originalmente por Chillcott (1961) y Hennig (1965). Luego, Léwenberg-
Neto et al. (2012) controvierte la propuesta de Dominguez y Roig-Jufient (2011), y
propusieron que probablemente la familia se origin6 a principios del Paleégeno y que
posteriormente fue afectada por algunos eventos de vicarianza y expansiones durante el

Cenozoico.
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Las especies del género presentan una gran diversidad de habitos alimenticios, en su
estado larval son saprofagos, ya que se alimentan principalmente de materia organica y
animal en descomposicion, mientras que los adultos son atraidos por la miel y savia de las
plantas; en el caso de las hembras estan relacionadas con la materia animal y vegetal en
descomposicién, asi como excremento (humano y animal) gracias a que este tipo de
sustratos proporcionan la mayor cantidad de nutrientes a sus estados juveniles (Chillcott,
1961; Rozkosny et al., 1997). Algunas especies neotropicales del género estan
estrechamente relacionadas con asentamientos humanos, por lo cual, son consideradas
sinantropicas (Wendt, 2010). Especies como Fannia canicularis (Linnaeus, 1758), F.
femoralis (Stein, 1898), F. fusconotata (Rondani, 1868), F. flavicincta (Stein, 1904), F.
heydenii (Wiedemann, 1830), F. incisurata (Zetterstedt, 1837), F. pusio (Wiedemann, 1830)
y F. scalaris (Fabricius, 1794) tienen importancia médico-sanitaria, debido a que su ciclo de
vida lo desarrollan en letrinas, estiércol y residuos organicos, causando afectaciones tanto
en humanos como en animales, y son vectores mecanicos de algunos parasitos, asi como
causantes de miasis (Adenusi & Adewoga, 2013; Gomes et al., 2002; Maia et al., 2018;
RozkoSny et al., 1997; Ziaei Hezarjaribi et al., 2014). Por su parte, Fannia albitarsis Stein,
1911, F. canicularis, F. pusio y F. trimaculata (Stein, 1898) son especies de gran importancia
econdmica y veterinaria en el campo avicola, ganadero y granjas peleteras (Bruno et al.,
1993; Marchiori et al., 2005; Murillo et al., 2021; Prieto et al., 2018).

Dada la atraccién de las hembras por la materia en descomposicion y su pequefio tamafio,
se han relacionado con la colonizacién de espacios cerrados o de dificil acceso para otras
moscas de mayor tamafo (Aballay et al., 2012; Mariani et al., 2014). Lo cual, hace que se
consideren algunas especies del género como de importancia forense debido a reportes en
diferentes estados de descomposicion cadavérica de humanos u otro tipo de cebos (Aballay
et al.,, 2012; Barbosa et al., 2009; Barbosa et al., 2020; Carvalho & Mello-Patiu, 2008;
Dominguez & Aballay, 2008; Durango & Ramirez-Mora, 2019; Oliveira & Vasconcelos,
2018; Pérez et al.,, 2005; Pizango-Pérez et al., 2020; Quiroga & Dominguez, 2010;
Vasconcelos et al., 2014) tales como F. canicularis, F. scalaris, F. femoralis, F. flavicincta,
F. obscurinervis (Stein, 1900), F. trimaculata, F. sanihe Dominguez & Aballay, 2008, F.
pusio, F. yunguensis Quiroga & Dominguez, 2010, F. chibcha Grisales, Wolff & Carvalho,

2012, F. spinosa Durango & Ramirez-Mora, 2019 entre otras.
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Teniendo en cuenta la relevancia del género, esta revision de literatura tuvo como objetivo
conocer el estado actual del conocimiento de Fannia en el Neotrépico, para lo cual, se
realizé una busqueda en Google Scholar, SciELO, Scopus, Pubmed, Science Direct y
SpringerLink, sin limite de afio y en espafol, inglés y portugués. En cada una de estas
plataformas se utilizé como palabras clave “Fannia AND neotropics” y “Fannia AND
neotropical”’. Adicionalmente, se realiz6 una busqueda de secuencias de ADN del género
depositadas en las plataformas de BoldSystems (Ratnasingham & Hebert, 2007) y
GenBank (Sayers et al., 2020) con el fin de identificar los reportes actuales del género y su
distribucion por pais.

Los resultados de la busqueda bibliografica fueron verificados vy filtrados para cada una de
las bases de datos. En total, se obtuvieron 103 publicaciones relacionadas con especies
del género Fannia en el neotrépico que incluyeron articulos originales, notas cortas y tesis

relacionados directa o indirectamente con el género.

Estudios realizados del género en la regién del Neotrépico

Las publicaciones revisadas han reportado datos de especies del género Fannia en el
neotrépico, centradas principalmente en descripciones y claves para la identificacion de las
especies con base en los machaos, listados de especies, estudios filogenéticos basados en
caracteres morfolégicos, analisis morfométricos, estudios de sucesién y nuevos reportes
(Tabla 1). Sin embargo, el esfuerzo de investigacion en otras areas tales como estudios
basados en ADN son aln incipientes en comparacion con otras regiones geograéficas,
siendo Canada, Alemania y Estados Unidos, los paises con mas reportes de secuencias,
mientras que para el neotropico, Ecuador y Brasil son los que mas secuencias tienen
reportadas y para el caso de Colombia hasta la fecha solo se registra 1 secuencia (Figura
1). Con base en esta revision, a la fecha 15 de mayo de 2023, se han reportado 113

especies del género Fannia en el neotrépico (Tabla 2).

Aparte de los trabajos ya mencionados anteriormente, focalizados en especies
neotropicales o que involucran algunas especies de la region, se han presentado otros
trabajos como el de Pont (1972), quien realiz6 un catalogo sobre las especies presentes en
Sudamérica; posteriormente, Carvalho & Pont (1994) generaron nuevas adiciones al

catalogo propuesto por Pont (1972); luego Carvalho et al. (2003) publicaron una versién
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mas actualizada, la cual proporciona informacién taxonémica, nomenclatural, bioldgica,
ecoldgica, entre otras, de las distintas especies de género. Por su parte, Tenorio Taipe
(2020) realizé un estudio de Fanniidae en Ecuador, enfocado en una caracterizacion
morfométrica. Desde lo conocido sobre el género, desde 1972 hasta la fecha, en la region
se han desarrollado y publicado mdltiples trabajos. Actualmente, Brasil es el pais con mayor
namero de publicaciones realizadas, seguido de Argentina, Colombia, Chile, Pera, Ecuador,
Venezuela; y para Centroameérica y los Andes, Grisales & de Carvalho (2019) publicaron la
descripcion de especies de altura del género (Tabla 1). En cuanto a Colombia, entre el 2012
y 2019 se registraron 24 nuevas especies para el pais (Grisales et al. 2012, Grisales & de
Carvalho 2019 y Durango & Ramirez-Mora 2013, 2019), cuyos vouchers estan depositados
en varias Colecciones Biol6gicas dentro y fuera del pais, incluyendo el Museo Entomolégico
Francisco Luis Gallego de la Universidad Nacional, Sede Medellin (Tabla 3).

Los avances en el conocimiento de moscas del género Fannia en el neotropico contrastan
con los existentes en Europa y Asia. En estos continentes se ha avanzado en el estudio
molecular de especies holarticas de Fannia cuyos datos estan publicados en las
plataformas de BoldSystems y GenBank. Los estudios han incluido la evaluacién de la
utilidad de la regién COI para la identificacion de especies (Aly & Wen, 2013; Grzywacz et
al., 2021), el reporte del genoma mitocondrial de F. scalaris, y el estudio morfogeométrico
de la cabeza de algunas especies del género presentes en Espafa (Bravo-Pena et al.,
2021).

Conclusion

Los estudios del género Fannia en el neotrépico son aln escasos en comparacion con los
avances en el conocimiento de las especies de la regién Holartica. Asi, se requieren
mayores esfuerzos para profundizar en el conocimiento de las especies neotropicales,
como su biologia, ecologia, biogeografia, genética entre otros. Esta informaciéon es
relevante para el desarrollo de estrategias de control para aquellas especies con
importancia médico-sanitaria, veterinaria o, para la evaluaciébn de su potencial como

indicador forense, entre otras aplicaciones.
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Tabla 1. Listado de publicaciones del género Fannia para la region del neotrépico.

Pais

Autor (es)

Reporte de
especies*

Descripcién
de especies

Claves
taxondmicas

Revisién **

Catalogo/
listados de
especies

MG

Filogenia

Biogeografia

Neotrépico

Albuquerque et
al. (1981)

Pont (1972)

Pont & Carvalho
(1994)

Argentina

Aballay et al.
(2012)

Armani et al.
(2017)

Centeno et al.
(2009)

Dominguez
(2007)

Dominguez
(2008)

Dominguez &
Aballay (2008)

Dominguez &
Aballay (2014)

Dominguez &
Roig-Jufient
(2008)

Dominguez &
Roig-Jufient
(2011)

Horenstein et al.
(2012)

Horenstein et al.
(2010)
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Horenstein &
Salvo (2012)

Labud et al.
(2003)

Laos et al. (2004)

Mariani et al.
(2014)

Paola & Di lorio
(2014)

Patitucci et al.
(2015)

Quiroga &
Dominguez
(2010)

Serran et al.
(2008)

Brasil

Alves et al.
(2018)

Avancini &
Silveira (2000)

Barbosa et al.
(2009)

Barbosa et al.
(2010)

Barbosa et al.
(2020)

Barros-Cordeiro
et al. (2021)

Bicho et al.
(2004)

Carcamo et al.
(2022)

Carramaschi et
al. (2021)

De Carvalho et al.

(2002)
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De Carvalho &
Mello-Patiu
(2008)

Carvalho et al.
(2000)

Couri (2004)

Couri (2005)

Couri & Araujo
(1989)

Couri & Carvalho
(2005)

Couri &
Winagraski
(2005)

D’Almeida (1993)

D’almeida &
Almeida (1998)

De Carvalho et al.
(2003)

de Faria et al.
(2018)

Espindola & Couri
(2004)

Ferreira &
Lacerda (1993)

Gomes et al.
(2002)

Grisales &
Carvalho (2017)

Jales et al. (2020)

Jales et al. (2021)

Kriger et al.
(2010)

Leandro &
D’almeida (2005)
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Lira et al. (2014)

Lopes et al.
(2008)

Léwenberg-Neto
et al. (2012)

Marchiori (2007)

Marchiori et al.
(1999)

Marchiori et al.
(2000)

Marchiori et al.
(2002)

Marchiori et al.
(2005)

Marchiori &
Alvarenga (2008)

Marchiori & Silva
(2001)

Mauricio O.
Moura et al.
(1997)

Mendes &
Linhares (2002)

Monteiro & Prado
(2006)

Moretti & Godoy
(2013)

Oliveira et al.
(2016)

Oliveira et al.
(2018)

Oliveira et al.
(2019)

Oliveira &
Vasconcelos
(2018)
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Oliveira &
Vasconcelos
(2010)

Oliveira et al.
(2002)

Pessanha (2015)

Pombal et al.
(2000)

Prado et al.
(2020)

Rosa et al. (2009)

Silva et al. (1999)

Vasconcelos et
al. (2013)

Vasconcelos et
al. (2016)

Vasconcelos et
al. (2019)

Vasconcelos &
Araujo (2012)

Wendt (2010)

Wendt &
Carvalho (2009)

Chile

Gomes et al.
(2018)

Ortloff et al.
(2012)

Retamales et al.
(2011)

Colombia

Amat (2010)

Barrios & Wolff
(2011)

Cadavid-Sanchez
et al. (2015)
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Durango &
Ramirez-Mora
(2013) X X

Durango &
Ramirez-Mora
(2019) X X X

Grisales et al.
(2010)

Grisales et al.
(2012) X X

Grisales & De
Carvalho (2016) X X

Grisales & de
Carvalho (2019) X X

Posada-Flérez &
Téllez-Farfan
(2021) X

Segura et al.
(2009)

Wolff et al. (2004) X

(Grisales & de

Costa Rica Carvalho, 2019) X *

(Tenorio Taipe,

Ecuador 2020) X

Couri (2005)

Perl lannacone (2003)

Pizango-Pérez et
al. (2020)

Venezuela | Velasquez (2008) X

Reportes de especies. Se incluyen trabajos que reportan especies de Fannia en diferentes tematicas: sucesiones ya sea en cuerpos
humanos o cualquier otro sustrato, asociacion a parasitos o parasitismo, como vector mecanico, ciclos de vida. **Revisiones: trabajos
gue revisan el género o alguna especie del género. MG: trabajos que realizan andlisis de morfometria geométrica
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Figura 1. Representacion grafica de los paises que han reportado secuencias para el
género Fannia en las plataformas BOLDSYSTEMS y GenBank-NCBI hasta la fecha (tltima
fecha de revision 2023-05-17).
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Alemania-Ale; Argentina-Ar; Australis-Aus; Bielorrusi-Bie; Brasil-Bra; Bulgaria-Bul; Canada-
Can; China-Chi; Colombia-Col; Ecuador-Ecu; Egipto-Egi; Espafia-Esp; Estados Unidos-
USA,; Francia-Fra; Finlandia-Fin; Groenlandia-Gro; Hungria-Hun; ltalia-lta; México-Mex;
Noruega-Nor; Polonia-Pol; Portugal-Por; Republica Checa-ReC; Rusia-Rus; Republica de
Singapur-Res. Los numeros incluidos en los circulos para cada pais representan la cantidad
de secuencias de ADN, independientemente del fragmento

34



Tabla 2. Listado de especies del género Fannia reportadas para la region del

Neotropico.

Especie y descriptor(es)

Paises de reporte

Referencia

F. abnormis (Stein, 1900)

Bo, Co, Ve, Pe,

de Carvalho et al., 2003; Grisales &

Carvalho, 2019

F. aburrae Durango & Ramirez-
Mora,2019

Co

Durango & Ramirez-Mora,2019

F. albitarsis Stein, 1911

Ar, Bo, Br, Ch, Gua,
IF, Pe

de Carvalho et al., 2003;
Dominguez, 2007

F. admirabilis Alburqueque, 1958

Br

de Carvalho et al., 2003

F. annosa Chillcott, 1961

Me

de Carvalho et al., 2003

F. antennata Stein, 1911

Me, Pe

de Carvalho et al., 2003

F. anthracina Walker, 1836

Ar, Br, Ch, IJF, IF

de Carvalho et al., 2003

F. arcuata Chillcott, 1961

Me

de Carvalho et al., 2003

F. awa Grisales & Carvalho, 2019

Co

Grisales & Carvalho, 2019

F. bari Grisales & Carvalho, 2019

Co

Grisales & Carvalho, 2019

F. bahiensis Albuquerque, 1954

Br

de Carvalho et al., 2003

F. bella Albuguerque, 1957

Br

de Carvalho et al., 2003

F. benjamini Malloch, 1913

Cu, Me

de Carvalho et al., 2003

F. bigoti Stein, 1907

Ch

de Carvalho et al., 2003;
Dominguez, 2007

F. bifola Wendt, 2010

Br

Wendt, 2010

F. binotata Chillcott, 1961

Me

de Carvalho et al., 2003;

F. boruca Grisales & Carvalho, 2019

CR

Grisales & Carvalho, 2019

F. bribri Grisales & Carvalho, 2019

CR

Grisales & Carvalho, 2019

F. canicularis (Linnaeus, 1761)

Cosmopolitan

de Carvalho et al., 2003;
Dominguez, 2007

Wendt & Carvalho,2009; Couiri,

F. carvalhoi Couri, 2005 Br, Pe 2005
F. clavata Chillcott, 1961 Me de Carvalho et al., 2003
F. chibcha Grisales, Wolff & .
Carvalho, 2012 Co Grisales et al., 2012
F. chingaza Grisales, Wolff & .
Carvalho, 2012 Co Grisales et al., 2012
de Carvalho et al., 2003;
F. confusa Pont & Carvalho, 1994 Ar Dominguez, 2007
F. colazorrensis Durango & .
Ramirez-Mora, 2013 Co Durango & Ramirez-Mora, 2013
F. copacabana Durango & Ramirez- .
Mora. 2019 Co Durango & Ramirez-Mora,2019
F. coxata Shannon & Del Ponte, Ar de Carvalho et al., 2003;
1926 Dominguez, 2007
F. dasyops Stein, 1900 Bo de Carvalho et al., 2003
. de Carvalho et al., 2003; Grisales,
F. dodgei seago, 1954 Co, Cu, Br, Pa, Wolff & Carvalho, 2012
F. dorsomaculata Grisales, Wolff & Co Grisales et al., 2012

Carvalho, 2012
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F. embera Grisales, Wolff &
Carvalho, 2012

Co

Grisales et al., 2012

F. euchaetophora Calrvalho, 1991

Br

Carvalho et al., 1993; de Carvalho et
al., 2003;

F. femoralis (Stein, 1898)

Ar, Bo, Br, Co, Cu,
Gu, Ha, IV, Me, Pe,

Dominguez, 2007; Grisales &
Carvalho, 2016

PR, RD
- , de Carvalho et al., 2003; Grisales &
F. flavicinta (Stein, 1912) Bo, Br, Co, Pe Carvalho, 2016
F. flavicornis Stein, 1911 Ar, Bo, Br, Pe de Carvrfllho etal., 2003;
Dominguez, 2007
. . . de Carvalho et al., 2003;
F. flavipalpis Stein, 1911 Br, Ch Dominguez, 2007
F. flavipes Stein, 1918 Par de Carvalho et al., 2003
. de Carvalho et al., 2003;
F. fusconotata (Rondani, 1868) Ar Dominguez, 2007
F. gilvitarsis Chillcott, 1961 Me de Carvalho et al., 2003
F. grandis Malloch, 1912 Co. Pa, de Carvalho et al., 2003; Grisales et
al., 2012
F. hennigi Gomes, Couri & de
Carvalho, 2018 IJF-Ch Gomes et al., 2018
: . Dominguez, 2007; Grisales &
F. hermani Dominguez, 2007 Ar, Co Carvalho, 2019
Lo Ar, Bo, Br, Pa, Pe, de Carvalho et al., 2003;
F. heydenii (Wiedemann, 1830) Ur Dominguez, 2007
- . de Carvalho et al., 2003; Grisales et
F. hirtifemur (Stein, 1904) Ar, Br, Co, Ec, Pe al., 2012: Dominguez, 2007
F. hyalinipennis Czernt, 1903 Bo de Carvalho et al., 2003
F. huetare Grisales & Carvalho, .
2019 Cr Grisales & Carvalho, 2019
F. humahuaca (é‘u(r)ligles & Carvalho, Ar Grisales & Carvalho, 2019
F. iguaque Grisales, Wolff & .
Carvalho, 2012 Co Grisales et al., 2012
. . de Carvalho et al., 2003;
F. incisurata (Zetterstedt, 1838) Cosmopolita Dominguez, 2007
F. inducta Walker, 1853 Br de Carvalho et al., 2003;
F. inermipennis Albuquerque, 1954 Br de Carvalho et al., 2003;
F. intensica Curran, 1928 Ja de Carvalho et al., 2003;
F. isa Durango & Ramirez- .
Mora, 2019 Co Durango & Ramirez-Mora,2019
F. itatiaiensis Albuguerque, 1956 Br de Carvalho et al., 2003;
F. kabekwa Gggilgs & Carvalho, CR Grisales & Carvalho, 2019
F. katios Grlsalezsdl\/;/olff & Carvalho, Co Grisales et al., 2012
F. laclara Durango & Ramirez- .
Mora, 2013 Co Grisales et al., 2012
F. lamosca Grisales, Wolff & Co Grisales et al., 2012

Carvalho, 2012
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F. longipila Albuquerque, 1954 Br de Carvalho et al., 2003
F. losgateados Dominguez, 2007 Ar Dominguez, 2007
F. magdalena Grisales, Wolff & .
Carvalho, 2012 Co Grisales et al., 2012
F. mesquinha Albuquerque,
Pamplona & Carvalho 1981 Br de Carvalho et al., 2003
F. micheneri Cahillcot, 1961 Me de Carvalho et al., 2003
F. morosa Wulp, 1896 Me de Carvalho et al., 2003
Bo. Br Co. Gu. Me de Carvalho et al., 2003; Amat,
F. obscurinervis Stein,1900 ! Pa; Pe’ Ve, ' | 2010; Grisales et al., 2012; Grisales
T & Carvalho, 2016
F. opsia Wendt & Carvalho,2009 Br Wendt & Carvalho,2009
F. palta Grisales & Carvalho, 2019 Co Grisales & Carvalho, 2019
F. pamplonaelgggn and Aradjo, Br de Carvalho et al., 2003
F. parafemorallgg,éraup & Cour, Br de Carvalho et al., 2003
F. paraisensis Aradjo & Couri, 1996 Br de Carvalho et al., 2003
F. parasitica Séguy, 1933 Ec de Carvalho et al., 2003
o . de Carvalho et al., 2003; Grisales &
F. penicillaris (Stein, 1900) Bo, Br, Co, Pe Carvalho, 2016: Grisales et al., 2012
F. petrocchiae Shannon & Del .
Ponte, 1926 Ar, Br Dominguez, 2007
F. personata Albuquerque,
Pamplona & Carvalho, 1981 Br de Carvalho et al., 2003
F. petrocchiae Shannon & Del Ar. Br de Carvalho et al., 2003; Carvalho et
Ponte, 1926 ’ al. 2002
F. pijao Gnsale;b\l/\;olﬁ & Carvalho, Co Grisales et al., 2012
F. polleti Grisales & Carvalho, 2019 Ec Grisales & Carvalho, 2019
F. porce Grlsalezséi/\zlolff & Carvalho, Co Grisales et al., 2012
F. pseudoconstricta Durango & .
Ramirez-Mora,2019 Co Durango & Ramirez-Mora, 2019
F. pulvinilenis Wednt &
Carvalho,2009 Br Wendt & Carvalho,2009
F. punctipennis Albuquerque, 1954 Br de Carvalho et al., 2003
. . de Carvalho et al., 2003;
F. punctiventris Malloch, 1934 Ch, IJF Dominguez, 2007
. . de Carvalho et al., 2003;
F. pusilla (Bigot, 1885) Ch Dominguez, 2007
. . . de Carvalho et al., 2003;
F. pusio (Wiedemann, 1830) Cosmopolita Dominguez, 2007
F. puxcu Dong(r)\gzez & Aballay, Ar Dominguez & Aballay, 2014
F. quillacingas C;gigles & Carvalho, Ec Grisales & Carvalho, 2019
F. qguimbaya Grisales, Wolff & .
Carvalho, 2012 Co Grisales et al., 2012
F. rafaeli Calvalho & Couri, 1993 Br de Carvalho et al., 2003
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F. rufitibia Stein, 1911

Pe

de Carvalho et al., 2003

F. roigi Dominguez, 2007

Ar

Dominguez, 2007

F. sabroskyi Fabricius, 1794

Ar, Br, Ch

de Carvalho et al., 2003

F. sanihue Dominguez & Aballay,
2008

Ar

Dominguez & Aballay, 2008

F. scalaris (Fabricius, 1794)

Cosmopolita (Ar; Br;

Ch; Co)

de Carvalho et al., 2003; Wolff et al.,
2004; Dominguez, 2007; Grisales &
Carvalho, 2016; Grisales et al., 2012

F. schnusei Stein, 1911

Ar, Ch

de Carvalho et al., 2003;
Dominguez, 2007

F. setosa (Bigot, 1885)

Ar, Ch

de Carvalho et al., 2003;
Dominguez, 2007

F. snyderi Seago, 1954

Br

de Carvalho et al., 2003; Carvalho et
al., 2002

F. spinosa Durango & Ramirez-
Mora,2019

Co

Durango & Ramirez-Mora,2019

F. sumapaz Grisales, Wolff &
Carvalho, 2012

Co

Grisales et al., 2012

F. sutagao Grisales, Wolff &
Carvalho, 2012

Co

Grisales et al., 2012

F. teribi Grisales & Carvalho, 2019

CR

Grisales & Carvalho, 2019

F. terraba Grisales & Carvalho, 2019

CR

Grisales & Carvalho, 2019

F. trimaculata (Stein, 1897)

Ar, Be, Br, Co, Ec,
Ha, Ja, Pa, Pe, PR,
RD, SD, Ur, Ve

de Carvalho et al., 2003; Wolff et al.,
2004; Grisales & Carvalho, 2016;
Grisales et al., 2012

F. trimaculatoides Couri and
Pamplona, 1991

Br

Carvalho et al. 1993; de Carvalho et
al., 2003

F. tsachailas Grisales & Carvalho,
2019

Ec

Grisales & Carvalho, 2019

F. tucumanensis Albuquerque, 1957

Ar

de Carvalho et al., 2003;
Dominguez, 2007

F. tumidifemur Stein, 1911

Ar, Bo, Br, Me

Dominguez, 2007

F. vittata Malloch, 1912

Me, Pa

de Carvalho et al., 2003

F. xanthocera Albuquerque, 1954

Br

Carvalho et al., 1993; de Carvalho et
al., 2003

F. xanthothrichia Wendt &
Carvalho,2009

Br

Wendt & Carvalho,2009

F. xantopyga Albuquerque, 1980

Br

Carvalho et al., 1993; Lopes et al.,
1997; de Carvalho et al., 2003

F. yenhedi Albuquerque, 1957

Br

Carvalho et al., 1993; Lopes et al.,
1997; de Carvalho et al., 2003

F. yukpa Grisales & Carvalho, 2019

Co, Ec

Grisales & Carvalho, 2019

F. yunguensis Quiroga &
Dominguez, 2010

Ar

Quiroga & Dominguez, 2010

Argentina-Ar; Bahamas-Ba; Belice-Be; Bolivia-Bo; Brasil-Br; Chile-Ch; Colombia-Co; Costa
Rica-CR; Cuba-Cu; Ecuador-Ec; Galapagos-Ga; Guatemala-Gua; Guyana-Gu; Haiti-Ha;
Islas Virgenes-1V; Isla Juan Fernandez-IJF; Isla Falkland-IF; Jamaica-Ja; Paraguay- Par;
Panama-Pa; Peru-Pe; Puerto Rico-PR; Republica Dominicana-RD; Santo Domingo- SD;

Trinidad-Tr; Uruguay-Ur; Venezuela-Ve
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Tabla 3. Listado de las especies del género Fannia descritas entre 2012 y 2019 y las colecciones donde se encuentran
depositados los holotipos y paratipos.

Autores Publicaciones Especies Colecciones
F. chibcha Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 Holotipo ICN; Paratipos CEUA, DZUP, ICN
F. chingaza Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 Holotipo IAVH
F. dorsomaculata Grisales, Wolff & Carvalho,
2012 Holotipo CEUA; Paratipos CEUA, DZUP
F. embera Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 Holotipo CEUA,; Paratipos CEUA, DZUP
F. iguaque Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 IAVH (Tipos)
_ F. katios Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 IAVH (Tipos)
Grisales et al. (2012) F. lamosca Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 | Holotipo CEUA: Paratipos CEUA, MEPB
F. magdalena Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 | CEUA (Tipos)
F. pijao Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 Holotipo CEUA,; Paratipos CEUA, DZUP
F. porce Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 CEUA (Tipos)
F. quimbaya Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 Holotipo CEUA; Paratipos CEUA, DZUP
F. sumapaz Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 IAVH (Tipos)
F. sutuago Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 IAVH (Tipos)
Durango Ramirez-Mora (2013) F. colazorrensis Durango Ramirez-Mora, 2013 | Holotipo MEFLG; Pratipos CETdeA
F. laclara Durango Ramirez-Mora, 2013 Holotipo MEFLG; Pratipos CETdeA
Holotipo CETdeA,; Paratipos CETdeA,
F. aburrae Durango Ramirez-Mora, 2019 MEFLG
Holotipo CETdeA,; Paratipos CETdeA,
F. copacabana Durango Ramirez-Mora, 2019 MEFLG
— Holotipo CETdeA, Paratipos CETdeA,
Durango Ramirez-Mora (2019) F. isa Durango Ramirez-Mora, 2019 MEFLG
F. pseudoconstricta Durango Ramirez-Mora, Holotipo CETdeA; Paratipos CETdeA,
2019 MEFLG
Holotipo CETdeA, Paratipos CETdeA,
F. spinosa Durango Ramirez-Mora, 2019 MEFLG
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F. awa Grisales & Carvalho, 2019 CEUA (Tipos)
F. bari Grisales & Carvalho, 2019 i
Grisales & Carvalho (2019) _ Holotipo CEUA
F. palta Grisales & Carvalho, 2019 Holotipo UTPL; Paratipos CEUA
F. yukpa Grisales & Carvalho, 2019 Holotipo ICN; Paratipos CEUA, MZSP

Coleccion Entomoldgica Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia-CEUA; Coleccion Entomoldgica Tecnoldgico de Antioquia-
CETdeA, Colecdo Entomoldgica Pe. Jesus Santiago Moure, Curitiba, Brazil-DZUP; Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos
Alexander von Humboldt, Villa de Leyva, Colombia- lavH; Instituto de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Colombia, Bogota,
Colombia-ICN; Museo Entomolégico Francisco Luis Gallego, Universidad Nacional de Colombia, Medellin, Colombia- MEFLG; Museo
Entomoldgico Piedras Blancas, Comfenalco—Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia-MEPB; Universidad Técnica Particular de
Loja, Loja, Ecuador UTPL; Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil- MZSP.
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Abstract

The Fannia genus is the most representative of the Fannidae family of true flies found in the
Holarctic and Neotropical regions. Some species are attracted to decomposing materials
and live vertebrate animals, which makes them important in forensics, medical and
veterinary fields. However, identifying Fannia species can be challenging due to the few
available descriptions and morphological keys. Herein, molecular markers could provide a
complementary tool for species identification. This study assessed the potential of the COI-
3' region and ITS2 to differentiate ten neotropical species of the genus Fannia from
Colombia using distance-based and tree-based approaches. The partial ITS2 and/or COI-3'
regions allowed molecular diagnosis of six species, while Fannia colazorrensis + F. dodgei
and F. laclara + F. aburrae are conflicting. The lack of differentiation at the nuclear and
mitochondrial molecular markers for the conflicting species may be due to incomplete
evolutionary lineage separation, hybridization, or introgression events. Interestingly, two
mitochondrial lineages in F. dorsomaculata were detected, suggesting hidden diversity.
Molecular data serve as a reference for the molecular identification and confirmation of some
Fannia species, allowing the association of females and immature stages with their

conspecifics and deep into their biology, ecology, distribution, and potential applications.
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Highlights
e Molecular data accurately identified six neotropical Fannia species.
e Conflicting morphological and molecular results were found for four Fannia species.

e Two mitochondrial lineages in F. dorsomaculata suggest hidden diversity.

1. Introduction

Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 is the most representative genus of the Fanniidae
(Diptera: Calyptratae), a group of around 300 species of cosmopolitan true flies from which
37 are recorded in Colombia so far (De Carvalho et al., 2003; Durango and Ramirez-Mora,
2019, 2013; Grisales et al., 2012; Pont, 2015). Some species are synanthropic and attracted
to various decomposing materials, such as decaying organic matter or even live vertebrate
animals (Carvalho et al., 2002; Wendt, 2010), where adult females lay their eggs for
development. Here, they may become particularly relevant for forensics by estimation of
some indicators (e.g., postmortem interval) or in the medical-veterinary field (e.g., causing
myiasis in animals or acting as mechanical vectors of pathogens) (Aballay et al., 2012;
Gomes et al., 2002; Ziaei Hezarjaribi et al., 2014).

Identification of Fannia species is mainly based on the morphological characters of males.
In contrast, species identification of females and immature stages is often a hard task owing
to, among other factors, few available descriptions or morphological keys for their
identification, morphological similarity among females of closely related species, high
diversity in the Neotropical region, and lack of specialist taxonomists (Chillcott, 1960;

Grzywacz et al., 2021). Unfortunately, immature stages and adult
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females are more frequently collected from decaying bodies and traps (Dominguez and
Aballay, 2008; Grzywacz et al., 2017; Grzywacz and Prado Castro, 2012). Thus, accurate
species identification depends on the mass-rearing of collected eggs or larvae (Byrd and
Castner, 2009), which is technically demanding. In addition, adult female identification is
limited because there is no information linking them to adult males. Therefore, this has

limited the potential informative value of Fannia species identification in different contexts.

DNA-based identification has emerged as a complementary tool using mitochondrial and/or
nuclear markers. Among the molecular markers, the mitochondrial Cytochrome ¢ oxidase
Subunit | gene (COI) has become the most commonly used for species diagnosis in
metazoa, including insects. Particularly, the standard COI barcode, a 650 bp region at the
5' end of the COI gene (Hebert et al., 2003; Ratnasingham and Hebert, 2007), has been
used for some Fannia species, mainly in Europe or Asia (Aly and Wen, 2013; Grzywacz et
al., 2017); however, other COI region at the 3' end, even shorter (around 350 bp) than the
standard barcode region, has also shown potential in Calyptratae flies with this purpose (Liu
et al., 2011; Singh et al., 2016; Amat et al., 2023). Amplification of short DNA regions is
especially useful in specimens with degraded (sheared) DNA, where the probability of
recovering DNA templates decreases (Sperling et al., 1994), and thus, PCR success of the
standard barcode region becomes challenging (Dean & Ballard, 2001; Meusnier et al.,
2008).

Although single-locus is useful for insect species identification, the success rate varies
depending on several factors, including the existence of a gap between interspecific and
intraspecific distances (Meier et al., 2006; Zhang and Bu, 2022), lineage history (De Queiroz,
2007; Funk and Omland, 2003; van Velzen et al., 2012), and hybridization and/or
introgression events between more closely related species (Cong et al., 2017; Stevens and
Wall, 1996; Williams and Villet, 2013). As a result, one-single locus analysis may result in
shared haplotypes or variants between species hiding the taxonomic signal, a constraint that
may be overcome using independent genes. Hence, other molecular markers may provide
valuable characters for species identification (Liu et al., 2017; Matz and Nielsen, 2005).
Among them, the nuclear second internal transcribed spacer (ITS2) of rDNA has also been
used, even in Calyptratae flies, with the resolution of certain taxa but not for others (Lea-
Charris et al., 2016; Nelson et al., 2008; Park et al., 2018; Song et al., 2008). Herein, we
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aim to assess the potential of the COI-3' region and ITS2 to differentiate ten Fannia species

from Colombia.

2. Materials and methods

2.1 Specimens and morphological identification

Ten species and a total of 55 males from Coleccién Entomolégica Tecnoldgico de Antioquia
- CETdeA in Medellin, Colombia, were analyzed. The specimens were field collected
between 2010-2019 at different locations in Colombia (Fig. 1, Table S1) and preserved in
80% ethanol until identification and DNA extraction. The morphological identification of the
family was performed with the key of Carvalho and Mello-Patiu (2008), and the genus and
species identification using keys by Grisales et al. (2012) and Durango and Ramirez-Mora
(2019). The genitalia, hind legs, and photographic record of each specimen were retained
as vouchers (CETdeA). Genomic DNA was extracted from the whole body, except for

genitalia and hind legs. The remaining tissues were preserved at -20°C for DNA extraction.

2.2 DNA extraction, PCR, and sequencing

For DNA extraction, the Genomic DNA Miniprep kit (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany)
was used following the manufacturer’s instructions. DNA concentration was measured using
the Qubit™ dsDNA BR assay kit (Thermo Fisher Scientific, Runcorn, Cheshire, UK). Two
molecular markers were amplified independently for each specimen: a fragment of the
Cytochrome c¢ oxidase subunit | gene (COI-3’) with primers C1-J-2495 and C1-N-2800
(Sperling et al., 1994; Wells and Sperling, 2001); and the nuclear Internal Transcribed
Spacer 2 (ITS2) with primers F2814 and R3295 (White et al., 1990). For PCR the MyTaq
Bioline ® kit was used with the conditions recommended by the manufacturer. The products
were visualized in agarose gel 2% containing GelRed™ (Lonza, Freemont, United States),
and amplicons were shipped to Macrogen (Macrogen Inc., Seoul, South Korea) for
purification and bidirectional Sanger sequencing using an ABI 3730XL capillary sequencer.

2.3 Sequence edition and characterization
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The chromatograms were assembled and edited using Geneious Prime software
(Biomatters Ltd., v.11.0.15) to obtain consensus sequences. Then, the ITS2 sequences
were annotated using a web server (Keller et al., 2009) and compared with an annotated
ITS2 sequence (Musca domestica: MW584810), and the COIl sequences were validated
through comparison with reference sequences (F. scalaris: NC_053661, M. domestica:
KT444442). All consensus sequences followed the protocol established by Hlaing et al.
(2009) for detecting nuclear copies of mitochondrial DNA, also known as NUMTSs (Lopez et
al., 1994). The nucleotide composition, best-fitting evolution model based on the Akaike
information Criteria (Akaike, 1974), and the genetic distances at the intra and interspecific
level for each molecular marker were obtained in MEGA v. 11 (Kimura, 1980; Tamura et al.,
2021). The transition/transversion bias rate (ts/tv) over nucleotide sites was estimated in
DAMBE 7 (Xia, 2018), while the entropy-based substitution saturation was calculated for the
COl alignment in BioEdit v. 7.7 (Hall, 1999). Microsatellite mining on the ITS2 region was
made using the MicroSAtellite (MISA) search engine (Beier et al., 2017).

2.4 Distance-based approaches

The resulting matrix for each marker was tested under several barcode metrics using Spider
v. 1.5 (Brown et al., 2012) and APE v. 5.7 (Paradis and Schliep, 2019) R packages (RStudio
Team, 2022). Metrics included genetic distances, best close match (BCM), nearest neighbor
(NN), and threshold-based methods. In addition,, ASAP (Puillandre et al., 2020) was used
to evaluate groups based on the threshold partition with prior maximal distance. The species
delimitation plugin for Geneious was used to calculate the probability of reciprocal
monophyly under the null model of random coalescence using Rodrigo's P (Randomly
Distinct) statistic (Rodrigo et al., 2008; Rosenberg, 2007).

2.5 Tree-based approaches

For the tree-based analyses, we used the neighbor-joining (NJ), maximum likelihood (ML),
and maximum parsimony (MP) approaches with each marker dataset. We conducted these
analyses with a bootstrap of 1000 repetitions and selected the best-fit substitution model
under the Akaike information criterion (AIC) using MEGA v. 11.0 (Tamura et al., 2021).
Additionally, we used BEAST2 v. 2.7.4 (Bouckaert et al., 2019) for Bayesian inference (BI)
analysis with a strict clock model and the Markov Chain Monte Carlo Method (MCMC)
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(Drummond et al., 2002) and 10E6, 20E6, and 30E6 generations. We then subjected the
phylogenies recovered with Bl to General Mixed Yule-Coalescent (GMYC) analyses (Pons
et al., 2006) for each molecular marker. For the GMYC tests, we estimated the possible
models of the multi-model approach described by Burnham and Anderson (2002) with a
95% confidence interval. To test if the COI-3' and ITS2 matrices could be concatenated, a
congruence test was performed (Legendre and Lapointe, 2004) using R v. 4.2.2 (RStudio
Team, 2022). Only specimens with successful sequencing for both markers were included
in the concatenated analysis. Lastly, we compared detected clusters named molecular
operational taxonomic units (MOTUSs) with species identifications based on morphology.

3. Results

A total of 93 sequences from 10 species of the Fannia genus were obtained, of which 48
sequences corresponded to the COI-3' region with a length of 316 bp and 45 sequences to
the partial ITS2 region of variable size, between 266 bp for all the F. isa sequences and 294

bp for one F. dodgei sequence.

The COI-3' sequences had a nucleotide composition of 42.03% thymine, 13.27% cytosine,
29.32% adenine, and 15.38% guanine, with a ts/tv ratio of 1.72. We did not find any NUMTSs.
On the other hand, the partial ITS2 region sequences analysis revealed that 42.03% of the
nucleotides were thymine, 7.90% were cytosine, 40.36% were adenine, and 9.71% were
guanine with eighty-six informative sites parsimonious and a ts/tv ratio of 0.47. For both
molecular markers, transversions were more frequent than transitions at greater genetic
distances (Fig. S1). Although the COI-3' region showed a tendency towards saturation in
transitions, neither molecular marker revealed a complete saturation, indicating its potential

usefulness for phylogenetic inference.

The COI-3' nucleotide variation was similar throughout the fragment, with 76 variable sites
and greater polymorphism at nucleotide positions 1167, 1207, and 1317 compared to the
reference sequence of the complete F. scalaris COI gene (MT017706). Nucleotide changes
at positions 1167 and 1207, at the third and first codon positions, respectively, resulted in
non-synonymous mutations (A to G and L to I, respectively). At position 1317, the mutation
was synonymous. For COI-3', 17 haplotypes were obtained (Table S1). Species showed

varying levels of haplotype diversity, with only one haplotype for F. pusio and F. lamosca,
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two for F. spinosa, and three for F. dorsomaculata. Some species shared haplotypes, such
as F. colazorrensis and F. dodgei sharing haplotypes 5 and 6, and F. isa and F.
pseudoconstricta sharing haplotypes 2 and 14. Additionally, F. aburrae and F. laclara shared

haplotype 8.

The differences in the COI-3' region within the same species were less than 1.3%, but when
comparing different species, the average difference was 11.46%, not including species with
shared haplotypes. The lowest interspecific genetic distance (K2P) was 2.3% between F.
aburrae and F. pseudoconstricta, while the largest was 17.5% between F. pusio and F.
dorsomaculata (Table 1).

When analyzing the COI-3' region at the nucleotide level, most species had between 5 and
43 fixed nucleotide differences in pairwise comparisons. However, there were exceptions
for pairwise comparisons such as F. dodgei - F. colazorrensis, F. aburrae - F. laclara, and
F. isa - F. pseudoconstricta. Fannia laclara had fewer fixed differences with F. isa and F.
pseudoconstricta, while F. aburrae had fewer with F. isa, F. pusio, and F. pseudoconstricta.
The species with the most fixed nucleotide differences were F. pusio with F. lamosca and F.

dorsomaculata.

Within F. dorsomaculata, two groups were evident. This result was supported by distance-
and tree-based methods for the COI-3' region, but not for the partial ITS2 region. The groups
had a difference of 2.24% (K2P) in the COI-3' region, and 2.98% in the standard barcode
region (COI-5"). We found five and seventeen fixed differences in the two COI regions,
respectively, which were mainly synonymous mutations in the third position of the codons.

The analysis of the partial ITS2 region showed a maximum intraspecific variability of 13%.
Interspecific variability ranged from 2.7% (between F. lamosca and F. dorsomaculata) to
33.5% (between F. aburrae and F. colazorrensis) (Table 2). The partial ITS2 sequence
alignment also showed insertions/deletions between 1 and 14 nucleotides along the
fragment. A microsatellite region (AT) was found in all species, with alleles ranging from 2
repeats in F. dorsomaculata to 14 in F. colazorrensis, located between positions 117-148 of
the partial ITS2 alignment. The analysis also revealed 27 indels, mainly at the interspecific
level and some at the intraspecific level, typically of 1 or 2 nucleotides. Fixed differences
were observed between most of the pairwise comparisons between species, which could be

used for molecular confirmation. For instance, three differences were detected between F.
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spinosa and F. laclara, while 51 fixed differences were found between F. lamosca and F.
pusio. No fixed differences in partial ITS2 sequences were found when comparing F. dodgei

with F. colazorrensis and F. aburrae with F. laclara.

The analyses with the BCM and NN algorithms correctly assigned 71.1% and 82.2% of the
sequences to their respective species using the partial ITS2 region. However, the COI-3'
region performed less accurately with both algorithms, achieving a BCM of 54.2% and NN
of 79.2%. On the other hand, the threshold-based analysis algorithm had a poor
performance, with correct identifications below 50% for both markers. Interestingly, based
on the COI-3' region, four species were identified with 100% accuracy: F. dorsomaculata, F.
spinosa, F. lamosca, and F. pusio. In comparison, the partial ITS2 region accurately
identified five species: F. dorsomaculata, F. lamosca, F. pusio, F. pseudoconstricta, and F.

isa.

The ambiguous or incorrect identifications found with the BCM algorithm for the COI-3'
region corresponded to F. pseudoconstricta, F. isa, F. colazorrensis, F. dodgei, F. aburrae
and F. laclara, related to the shared haplotypes. For the partial ITS2 region, the BCM
algorithm yielded ambiguous or incorrect identifications for F. colazorrensis, F. aburrae, F.

laclara, F. dodgei, and F. spinosa.

The ASAP analysis for the COI-3' region, with a threshold of maximum intraspecific variation
of 1.43% (JC69) for the partition, identified four groups that correspond exclusively to the
putative species F. lamosca, F. spinosa, F. pusio, and F. dorsomaculata. Two subgroups
within F. dorsomaculata were detected, which was consistent with the tree-based analyses.
Furthermore, three additional groups were detected: F. colazorrensis - F. dodgei, F. aburrae
- F. laclara, and F. isa - F. pseudoconstricta. The tree-based approach, using the COI-3'
region, was able to correctly identify four monophyletic MOTUs that corresponded
exclusively to the putative species of F. lamosca, F. spinosa, F. pusio, or F. dorsomaculata.
With a P (Randomly Distinct) = 0.05. Interestingly, Interestingly, two subgroups within F.
dorsomaculata were detected strongly supported (PP=0.99) were detected. On the other
hand, there were two groups, one containing F. colazorrensis and F. dodgei, and another

containing F. aburrae and F. laclara sequences (Fig. 2).
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For the partial ITS2 region, NJ, ML, MP and BI analyzes resulted in five MOTUs
corresponding to the putative species F. dorsomaculata, F. isa, F. lamosca, F. pusio, and F.
pseudoconstricta With a P (Randomly Distinct) = 0.05 in constrat F. spinosa did not cluster
as an independent MOTU. Two other groups were identified in all tree-based approaches:
F. colazorrensis with F. dodgei, and F. laclara with F. aburrae (Fig. 3). Concatenated
analysis (COI-3' + partial ITS2) yielded similar results to those found using independent
regions (data not shown), but F. spinosa formed an independent MOTU based on the
concatenated dataset.

Three species groups were detected when using tree-based approaches. The first group
includes F. lamosca and F. dorsomaculata, the second group includes F. pusio, F.
colazorrensis and F. dodgei, and the third group includes F. aburrae, F. laclara, F. isa and
F. pseudoconstricta. Fannia spinosa is positioned independently.

4. Discussion

This study assessed the COI-3' and the partial ITS2 regions in 10 putative neotropical
species of the Fannia genus. The results showed that these regions are useful markers for
accurately identifying some species. However, independent MOTUs were undetected for
two species clusters: F. colazorrensis + F. dodgei and F. laclara + F. aburrae for any of the

markers analyzed.

Although the pairs of species of F. colazorrensis + F. dodgei and F. laclara + F. aburrae did
not differ molecularly, they have evident morphological differences in the hind legs, the male
genitalia, and other traits. The morphological differences between these entities include the
presence or absence of multiple anatomical structures and do not constitute subtle
differences, as reported in other dipterans (Grella et al., 2015). Specifically, among the most
evident characters, F. colazorrensis has on the anteroventral surface of the hind femur, a
preapical tuft of 3 long setae. The hind tibia has 2 to 3 long ventral and anteroventral setae
rows. In contrast, in F. dodgei, the hind femur on the ventral surface has a pre-apical
protuberance, on the anteroventral surface on the basal half has a row of 6-7 strong setae
close together on the basal half, and one strong pre-apical setae. In the genitalia, F.
colazorrensis has a long, conical surstylus fused with epandrium. Its internal edges are

straight and converge distally, unlike F. dodgei, where the cercal plate is V-shaped and
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fused only apically, with long and sinuous setae, strongly setulose, and the surstylus is
straight and hooked apically, with short setae mainly on apical region and setulose on inner

surface (Durango and Ramirez-Mora, 2013; Grisales et al., 2012).

Fannia aburrae and F. laclara also have differences in their hind femur and genitalia, and
other traits. F. aburrae has a weak preapical protuberance on the hind femur with one row
of setae anteroventral that increase in length towards the anterodorsal preapical edge and
4-6 setae on the protuberance. On the other hand, F. laclara has a preapical tuft of 3 setae
and one seta on the apex and two long preapical setae on the posteroventral surface of the
hind femur. Additionally, in the genitalia, F. aburrae has a fused V-shaped cercal plate, and
surstyles articulated to the epandrium and slightly shorter than the epandrium. In contrast,
F. laclara has thin surstyles that are apically curved inward (Durango and Ramirez-Mora,
2019, 2013).

Given the incongruence detected in the molecular analyses for some species, a review was
conducted by one of the species' descriptors (Durango-Manrique, Y) using available
taxonomic keys to verify the morphological identification of the included specimens (Barros
de Carvalho and de Mello-Patiu, 2008; Carvalho et al., 2002; Durango and Ramirez-Mora,
2019; Grisales et al., 2012; Grisales and de Carvalho, 2019; Wendt and De Carvalho, 2007).
This revision supports the original identifications and suggests that misidentifications are
unlikely. However, inconsistencies in species delimitation highlight the importance of
integrative taxonomy studies that consider multiple lines of evidence, such as morphology,
ecology, genomics, and population genetics (Dayrat, 2005). Different lines of evidence have
successfully resolved similar inconsistencies between morphological and molecular data in
studies of the Muscidae family (Renaud et al., 2012), as well as other dipteran species of
the genera Merodon (Milankov et al., 2009), Drosophila (Carvalho et al., 2023), and
Bactrocera (Doorenweerd et al., 2022). Despite morphological differences, the lack of
differentiation at the nuclear and mitochondrial molecular markers could also be due to
incomplete evolutionary lineage separation or hybridization events, which often occur
among related species that have recently diverged (De Queiroz, 2007). This is the first study
deeping into the molecular taxonomy of this species group Neotropicals. Therefore, the
hypotheses of incomplete separation of lineages, hybridization, and introgression cannot be

completely ruled out. Similar findings have been observed in calliphorid species such as
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Lucilia caesar - L. illustris (Sonet et al., 2012) and Lucilia cuprina - Lucilia sericata (Stevens
et al., 2002; Tourle et al., 2009; Williams and Villet, 2014).

Furthermore, an effect of homogenization of mitochondrial DNA due to heteroplasmy or the
Wolbachia endosymbiont could be possible. However, the results from the nuclear marker
ITS2 partially support the findings from the COI-3' region, making these two mechanisms
unlikely to have a significant effect. While the infection with Wolbachia was not tested in this
study, it was found in Fannia species in Europe (Grzywacz et al., 2017; Martin et al., 2012).
Nevertheless, this endosymbiont did not impact the identification results based on a portion
of the COI gene (Grzywacz et al., 2017).

Our study found that the COI-3' region of F. colazorrensis and F. dodgei were similar. This
result was also evidenced by analyzing the COI-5' region (barcode) of some specimens of
these species. Together, the results support that the similarities between some Fannia
species in the COI gene span beyond the small region that was analyzed.

The analysis of most species showed that both molecular markers allowed a separation of
the MOTUs in agreement with the putative species. The saturation analysis and distance-
based methods for both markers supported their usefulness in identifying species and
phylogenetic inference. Studies on other Calyptratae species have also shown that
fragments of the COI-3' gene and the partial ITS2 region are useful (Dsouli et al., 2011;
GilArriortua et al., 2014; Lea-Charris et al., 2016).

In F. dorsomaculata two mitochondrial lineages were detected in the same geographical
area. These lineages had fixed nucleotide differences and a genetic distance of 2.24%,
much higher than the intraspecific variation level of the rest of the species (£1%). This
suggests hidden diversity within the species that may be related to its phylogeographic
history, population structure, or an incipient process of speciation (Avise, 2000; De Queiroz,
2007). However, more research is needed with more specimens across the species'

geographic distribution range to explain this variability (Bergsten et al., 2012).

Traditionally, species within the genus Fannia have been categorized into groups based on
external morphological characters and the structures of the male genitalia. Albuquerque et

al. (1981) proposed eight groups and three subgroups for Neotropical species based on the
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groups created by Chillcott (1961): canicularis (canicularis, pusio, petrocchiae), scalaris,
anthracina, grandis, heydenii, obscurinervis, flavipalpis, and admirabilis. Tree-based
analyses support the classification of some of these groups and subgroups. For instance,
the heydenii group includes F. dorsomaculata and F. lamosca; the pusio subgroup, in the
canicularis group, includes F. pusio, F. dodgei and F. colazorrensis. The obscurinervis group
includes F. laclara, F. aburrae, F. isa, and F. pseudoconstricta. According to Durango &
Ramirez (2019), F. spinosa is not part of any proposed group due to its external
morphological characters and genitalia (Fig. 2 and 3).

Finally, the primers proposed by Sperling et al. (1994) successfully amplified the short COI-
3' region in fly samples stored in 80% ethanol for over ten years in this study. Most of these
samples could not be amplified using standard primers of the barcode region (data not
shown) (Folmer et al., 1994). Similar results have been found in Calyptratae flies (Nakano
and Honda, 2015; Wells and Sperling, 2001). Therefore, we evidenced the potential utility
as an alternative for molecular typing of collection samples.

5. Conclusions

We provide molecular data for ten species of the Fannia genus found in the Neotropical
region. By comparing DNA sequences, we have identified fixed differences at various
nucleotide positions between some of the putative species. Further analysis of specimens
across their distribution range could confirm these differences as diagnostic markers for
identifying species or populations. Our findings serve as a reference for the molecular
identification and confirmation of some Fannia species, allowing for the association of
females and immature stages with their respective conspecifics. This knowledge is crucial
in understanding their biology, ecology, distribution, and potential applications. It's worth
noting that most of the species included in our study were recently described, and much

about their life cycle and other aspects of their biology is yet to be determined.

Data Availability

Sequences of ITS2 and the short COI-3' region have been deposited in GenBank and are
listed in Table S1.

64



Supplementary material

Figure 1S. Transition and transversions plotted against the pairwise sequence divergence
(K2P) for Fannia species using the a) COI-3’ region, b) ITS2 region.

Table S1. Information on each specimen of the genus Fannia is presented. Collection point,
haplotype and access number to BOLDSystems for each molecular marker.
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Table 1. Genetic distance matrix of the COI-3' for Fannia species.

Species n
1 F. aburrae 4
2 F. colazorrensis 10
3 F. dodgei 4
4 F. dorsomaculata 10
5 F.isa 4
6 F. laclara 3
7 F. lamosca 5
8 F. pusio 2

F.
9 pseudoconstricta 3
10 F. spinosa 3

Intra
0.00
0.01
0.01
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00

0.00
0.01

1

0.139
0.144
0.123
0.025
0.001
0.144
0.157

0.023
0.066

2

0.007
0.149
0.136
0.141
0.161
0.057

0.112
0.112

0.151
0.141
0.146
0.163
0.061

0.135
0.118

0.140
0.122
0.072
0.175

0.132
0.127

0.026
0.153
0.165

0.015
0.083

0.143
0.155

0.024
0.065

0.167
0.135
0.141

0.147
0.132

0.074

10

Genetic K2P distances of the mitochondrial COI-3' region. The average distance is presented within (intra) and between (inter) species.
n: number of specimens per species. At the interspecific level, the distances are presented between columns 1-10, the highest value

is bold and the lowest is underlined.
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Table 2. Genetic distance matrix of the ITS2 region for Fannia species.

Species n Intra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 F. aburrae 3 013
2 F. colazorrensis 8 007 0.335
3 F. dodgei 4 0.03 0.310 0.050
4 E dorsomaculata 8 0.03 0.211 0.269 0.237
5 F.isa 4 0.00 0.167 0.282 0.233 0.202
6 F. laclara 4 0.10 0.098 0.309 0.273 0.173 0.132
7 F. lamosca 4 0.00 0.200 0.248 0.210 0.027 0.184 0.165
8 F. pusio 3 0.00 0.288 0.111 0.086 0.218 0.245 0.259 0.192
9 F. 3 0.01 0.119 0.239 0.198 0.126 0.074 0.093 0.108 0.176
pseudoconstricta
10 F. spinosa 4 0.02 0.182 0.250 0.204 0.155 0.144 0.128 0.139 0.204 0.099

Genetic K2P distances of the nuclear ITS2 region. Within (intra) and between (inter) species mean distance is presented. n: number of
specimens per species. At the interspecific level, the distances are presented between columns 1-10, the highest value is in bold and

lowest value is underlined.
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Figure 1. Sampling sites of the specimens used in this study. Numbers correspond to

those shown in Table S1.
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KT444442.1 M. domestica ML MP Bl GMYC

NC_053661 F. scalaris = = S
F. spinosa |

method, based on the COI-3’ region. Posterior probabilities higher than 80% are displayed
as statistical support. Color strips on the right side represent the MOTUs produced by ML,
MP, BI, and GMYC approaches
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MW584810 M. domestica ML MP BI GMYC

Figure 3. Phylogenetic tree of Fannia species, constructed by the Bayes inference (BI)
method, based on the ITS2 region. Posterior probabilities higher than 80% are displayed as
statistical support. Color strips on the right side represent the MOTUs produced by ML, MP,
Bl, and GMYC approaches.
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Figure 1S. Transition and transversions plotted against the pairwise sequence divergence
(K2P) for Fannia species using the a) COI-3’ region, b) ITS2 region.
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Table S1. Information on each specimen of the genus Fannia is presented. Collection point (each number corresponds to the

location number on the map. Figure 1), haplotype, and access number to BOLDSystems for each molecular marker

Catalog Number of Samplin Collection  Haplotype BOLD BOLD
number Species Department collection siE[)e g Coordinates date PCOIYIO record record
(CETdeA) sites (COI-3%) (ITSs2)
18446 OR116925 OR116878
18458 L Medellin 06°17'10.7"N OR116909 OR116861
F. aburrae Antioquia 1 S o o 25/02/2011 8
18459 . toqui Pajarito 75°36'43.7"W OR116919 OR116872
18460 OR116924 OR116877
5368 1 8/09/2010 OR116900
Medellin, 6012119 7N 1
7783 2 Cola del 75032'43 9"/ 29/04/2011 OR116903 OR116854
18481 Zorro ' 27/01/2011 6 OR116912 OR116912
Caldas, La  06°03'06.9"N
7592 3 Clara 7503719 2"\W 27/07/2011 5 OR116904 OR116855
5148 10/11/2010 1 OR116916 OR116869
7694 F. . Antioquia 19/01/2011 7 OR116907 OR116859
colazorrensis
7688 27/05/2011 6 OR116899 OR116851
18456 1 Medellin, 06°17'10.7"N 25/02/2011 OR116927 OR116880
Pajarito 75°36'43.7"W
18475 19/01/2011 5 OR116937 OR116889
18482 29/04/2011 6 OR116911 OR116863
. L Medellin,P  06°17'10.7"N
7675 F. dodgei Antioquia 1 ajarito 7593643, 7"W 27/04/2011 6 OR116935 OR116887
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Itagi,

9393 Dite 06°10'6.2"NT5 OR116918 OR116871
Italres .
4 Campus °37'56.1"W 18/10/2019 6
18484 TdeA OR116946 OR116897
Copacaban  06°22'07.1"N
8661 5 2 Ankon 2509992 3" 26/11/2011 5 OR116901 OR116852
18465 OR116939 OR116891
18466 9 OR116933
5/05/2018

18467 OR116905 OR116856
18468 10 OR116941 OR116892

= Cumaribo,
18469 d. lat  Vichad ; Reserva 4°4'29.98"N 9/05/2018 11 OR116930 OR116883

orsomacufat - Vichada Natural 67°43'33.93"0

a
18476 MORU 9 OR116928 OR116881
18477 5/05/2018 OR116923 OR116876
18478 10 OR116942 OR116893
18479 9/05/2018 OR116943 OR116894
18480 9/05/2018 9 OR116913 OR116865

) 1196'6,94"N

19217 F.isa Magdalena 6 7404’52 69"W 2/03/2013 14 OR116947 OR116898
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19218 OR116938 OR116890
Santa
19219 Marta. 15 OR116914 OR116866
Cincinati
19220 16 OR116932 OR116885
19221 2 OR116915 OR116868
Caldas, La  06°03'06.9"'N
7785 Clars JEogrigomy  28/09/2011 OR116857
19222 Vedeli 0617107 OR116906 OR116858
edellin '10.7"
2aetlin, 29/04/2011 8
ioqui Pajarito 75936'43.7"W
19224 F. laclara Antioguia J OR116908 OR116860
Caldas, La  06°03'06.9"'N
19226 Clar JEoa g ony  31/10/2011 17 OR116910 OR116862
Medellin
' 06°12'19.7"N
18470 Cola del gz gy 22/06/2011 OR116944 OR116895
Zorro
18471 OR116931 OR116884
18472 F. lamosca Antioquia 12 OR116929 OR116882
Caldas, La  06°03'06.9"N
’ hood 1/08/2011
18473 Clara 75937'19.2"W OR116940
18474 OR116917 OR116870
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Medellin,

L 06°12'19.7"N
8663 Antioguia Cola del 75039'43. 9"\W 28/04/2012 OR116867
Zorro
F.
5302 pseudoconstri st ) OR116936 OR116888
cta @' "
19216 Magdalena Marta, 11 6.6’94 N 2/03/2013 OR116902 OR116853
N 74°4'52,69"W
Cincinati
19227 14 OR116945
Copacaban  06°22'07.1"N
7577 a. Ankon 75090'99 3"/ 21/01/2011 OR116875
18486 F. pusio Antioquia Medelli 061 7'10.7'N OR116934 OR116886
edellin, .
Pajarito 75°36'43.7"W SELEE I
18487 OR116926 OR116879
Caldas, La  06°03'06.9"N
5339 Clara 75037'19 2"\ 4/08/2010 3 OR116920 OR116873
Medellin
! 06°12'19.7"N
7548 Cola del 75039'43. 9"\ 8/10/2010 4 OR116922
Zorro
F. spinosa Antioquia Medelli 06017'10.7'N
edellin, '10.7"
18485 Pajarito 75036'43.7"W/ 31/03/2011 3 OR116921 OR116874
Medellin
' 06°12'19.7"N
19215 gg:frﬂodel 75039'43. 9"\ 8/10/2010 OR116896
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Capitulo 3

En preparacion para someter a Journal of Insect Science.

Evaluacion del potencial de la morfometria moderna para
discriminar especies del género Fannia Robineau-
Desvoidy, 1830 (Diptera: Fanniidae) de Colombia

Durango-Manrique Yesical, Gémez Giovan F.?

1Grupo de investigacion Bioforense, Facultad de Derecho y Ciencias Forenses,
Tecnoldgico de Antioquia, Institucion Universitaria, Medellin, Colombia

2 Universidad Nacional de Colombia - Sede de La Paz — Direccion Académica,
Escuela de Pregrados — Km 9 via Valledupar — La Paz, La Paz 202017 - Colombia

Resumen

Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 es el género de moscas mas diverso dentro de la familia
Fanniidae, con una amplia distribucion geografica. Algunas de sus especies son
consideradas sinantrépicas y de importancia a nivel médico-sanitario, veterinario y forense.
Tradicionalmente la identificacién de sus especies se ha basado en caracteres morfolégicos
externos de los genitales de los machos, mientras que la identificaciéon de las hembras y los
estados inmaduros depende de la asociacién con machos de la cria en el laboratorio, lo
gue ha limitado el avance en el conocimiento de su biologia. Este trabajo evalué el potencial
de la forma alar para discriminar machos de especies del género Fannia de Colombia, asi
como de asociar hembras con sus conespecificos. Se seleccionaron machos y hembras del
género, los cuales fueron identificados a nivel de especie o agrupados por morfotipos. Se
realiz6 montaje, fotografia y digitalizacién de 12 puntos de referencia en el ala derecha.
Algunos especimenes por morfotipo/especie fueron tipificados molecularmente con el
marcador mitocondrial COI-3’ para verificar su identidad basados en la comparacion con
datos moleculares. La comparacion pareada de la conformacion alar de las especies o

morfoespecies fue significativamente diferente, sin embargo, este caracter permitio la
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asignacién correcta a su especie Unicamente del 46,67% de los machos, con asignaciones
correctas entre el 75-100% Unicamente para F. lamosca, F. pseudoconstricta y F.
dorsomaculata. En el caso de las hembras, se obtuvo una asignacion correcta global del
75%, e individual por morfoespecie entre 75-100% para F. spl (F. pusio), F. sp4 (F.
lamosca) y F. sp5 (F. isa/F. pseudoconstricta). Los resultados evidenciaron un fuerte
dimorfismo sexual en la forma alar, incluso superior a la distancia fenética entre especies,
que no permitid la asociacion de las hembras a sus conespecificos con base en este
caracter multivariado. Las diferencias en la conformacion alar entre machos y hembras del
género Fannia podrian tener un impacto en la aerodinamica del vuelo para su apareamiento

y otras caracteristicas de su historia de vida.

Palabras clave: Morfometria geométrica, fenotipo, moscas, neotropico.

Abstract

Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 is the most diverse genus of flies within Fanniidae, with a
wide geographic distribution. Some species are considered synanthropic and of medical-
sanitary, veterinary, and forensic importance. Traditionally, the identification of their species
has been based on external morphological characters of the genitalia of males. In contrast,
identifying females and immatures depends on the association with males from the same
rearing, which has limited progress in the knowledge of its biology. This work evaluated the
potential of the wing shape to discriminate males of species of the genus Fannia from
Colombia and to associate females with their conspecifics. Males and females of the genus
were selected and identified at the species level or grouped by morphotypes. Assembly,
photography, and digitalization of 12 landmarks on the right wing were carried out. Some
specimens by morphotype/species were molecularly typed with the mitochondrial marker
COI-3' to verify their identity based on comparison with molecular data. The pairwise
comparison of the wing shape of the species or morphospecies was significantly different;
however, this character allowed only 46.67% of the males to be correctly assigned to their
species, with correct assignments between 75-100% only for F. lamosca, F.
pseudoconstricta and F. dorsomaculata. For females, a global correct assignment of 75%
was obtained, and individual by morphospecies between 75-100% for F. spl (F. pusio), F.
sp4 (F. lamosca) and F. sp5 (F. isa/F. pseudoconstricta). The results showed a strong sexual

dimorphism in the wing shape, even higher than the phenetic distance between species,
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which did not allow the association of females with their conspecifics based on this
multivariate character. Differences in wing shape between males and females of the Fannia

genus may impact flight aerodynamics for mating and other life history characteristics.

Keywords: Geometric morphometry, phenotype, flies, Neotropics.

Introduccién

Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 es uno de los cinco géneros y el mas diverso de la familia
Fanniidae (Diptera: Calyptratae), tiene alrededor de 300 especies descritas en todo el
mundo y una amplia distribucion desde zonas templadas a tropicales (De Carvalho et al.,
2003; Dominguez & Pont, 2014). En la regién del neotrdpico el género incluye 113 especies
(Durango-Manrique et al., 2023) y para Colombia se han registrado 37 especies (Durango
& Ramirez-Mora, 2019a). Algunas de sus especies son consideradas sinantrépicas, y
tienen preferencia por materia en descomposicion tanto animal como vegetal y por el
excremento, llegando a ser relevantes en los &mbitos médico-sanitario, veterinario y forense
(Aballay et al., 2012; Adenusi & Adewoga, 2013; Murillo et al., 2021).

Tradicionalmente la identificacion de las especies del género se ha basado en caracteres
morfolégicos externos, particularmente de la genitalia de los machos, mientras que las
claves taxonémicas o descripciones morfolégicas para la identificacion a nivel de especie
tanto para hembras como sus estados inmaduros son escasas (Chillcott, 1961; Grzywacz
et al., 2021; Rozkosny et al., 1997). Para superar las dificultades en la identificacion
taxonémica de insectos, independientemente de su estado de desarrollo o0 sexo, se han
propuesto herramientas auxiliares como la MG, la cual ha evidenciado resultados exitosos
para la identificacion a nivel de especie con base en el andlisis de la forma de estructuras
anatémicas como el ala (Artigas et al., 2021; Champakaew et al., 2021; Limsopatham et al.,
2021). El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial de la morfometria geométrica alar
para discriminar machos de especies del género Fannia Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera:

Fanniidae) de Colombia, y asociar hembras a sus conespecificos.

87



Materiales y Métodos

Obtencidén del material

Se revisé el material de la Coleccion Entomolégica Tecnoldgico de Antioquia-CETdeA
perteneciente al género Fannia, el cual provenia de diferentes localidades de seis
Departamentos de Colombia (Amazonas, Antioquia, Chocd, Magdalena Meta y Vichada),
de colecciones realizadas entre los afios 2010-2019 (Fig. 1) con trampas Van Someren-
Rydon cebadas con una mezcla de visceras de pollo y pescado en descomposicion, y
conservados en alcohol al 80%. Algunos especimenes de la especie F. pusio provienen de
una cria de laboratorio. Se seleccionaron especimenes del género Fannia los cuales fueron
separados por sexo. Los machos se identificaron a nivel de especie con base en los
caracteres morfolégicos de las patas posteriores y los genitales siguiendo las claves
taxondmicas de Durango & Ramirez-Mora (2019), Grisales et al. (2012) Grisales & de
Carvalho (2019). Por su parte, las hembras se identificaron a nivel de género siguiendo la
clave de Wendt & Barros De Carvalho (2007) y se agruparon por morfoespecies con base
en patrones de manchas en las alas y la coloracién del cuerpo, nombradas como F. sp
(Tabla 1S).

Preparacién de muestras y obtencién de datos

Las alas tanto de machos como de hembras fueron retiradas del térax cuidadosamente con
la ayuda de una pinza blanda y una cuchilla; posteriormente, fueron montadas en
portaobjetos y protegidas con un cubreobjetos sellado con cinta adhesiva. Se fotografiaron
ambas alas en vista dorsal con un estereomicroscopio Nikon modelo SMZ745T y una
camara o6ptica incorporada OPTIKAM Pro 3 con una resolucién de 3,2 megapixeles. Para
cada fotografia se utilizé una escala milimétrica. Se digitalizaron 12 puntos de referencia
tipo | (Bookstein, 1991) asi mismo, se tomaron en cuenta algunos puntos de referencia
utilizados previamente en la literatura cientifica (Tenorio Taipe, 2020; Limsopatham et al.,
2021) (Tabla 1, Fig. 2) en el ala derecha e izquierda de todos los especimenes con el
programa tpsDig v. 2.32 (Rohlf, 2015), los cuales fueron marcados por la misma persona
(YDM). Para los andlisis morfogeométricos se analizaron tres conjuntos de datos: i) alas de
machos, ii) alas de hembras v iii) alas de machos y hembras para cada lado del ala.

Teniendo en cuenta que las hembras se agruparon en morfoespecies, se seleccionaron

aleatoriamente entre 6 y 11 especimenes de cada grupo para evaluar su correspondencia

88



con los datos moleculares previamente obtenidos de los machos (Capitulo 2) y asi, realizar
una aproximacion a la identidad de la especie. De los especimenes seleccionados se
extrajo el ADN a partir del par de patas anteriores con el kit comercial New England Biolabs
siguiendo las indicaciones del fabricante; y se amplific6 un fragmento del gen de la
subunidad | del citocromo ¢ oxidasa (COI-3', ADNmt) utilizando los cebadores C1-J-2495y
C1-N-2800 (Sperling et al., 1994; Wells & Sperling, 2001). Posteriormente, los productos de
PCR se secuenciaron en ambas direcciones y los cromatogramas obtenidos se editaron
utiizando el programa Geneious Prime (Biomatters Ltd., v. 11.0.15). Las secuencias
consenso fueron comparadas con el conjunto de machos identificados tanto morfoldgica
como molecularmente, derivados de esta tesis (Capitulo 2) mediante un analisis
comparativo de distancias genéticas basado en el modelo K2P (del inglés, Kimura's two-
Parameter) (Kimura, 1980). Las hembras que presentaron una similitud en las secuencias
COI-3' superior al 97% con la obtenida de los machos se confirmaron como miembros de

la misma especie.

Flujo de trabajo morfométrico

La precision de la marcacion de los puntos de referencia fue evaluada mediante el andlisis
de repetibilidad del tamafio centroide y de la conformacion alar (Arngvist & Martensson,
1998), con base en la digitalizacion en dos momentos de un subconjunto de alas (30 alas
en cada conjunto) por el mismo usuario (YDM). Para cada conjunto de datos, se realizé un
analisis de Procrustes generalizado a partir del cual se obtuvieron las variables del tamafio
centroide y de conformacién alar (Rohlf & Slice, 1990). El tamafio centroide se analiz6
mediante la prueba de Mann Whitney o Kruskal-Wallis segin la comparacion (Kruskal &
Walllis, 1952). Para los analisis de la conformacion alar, primero se realizé un analisis de
componentes principales (ACP) con el fin de explorar posibles diferencias entre los
especimenes en el morfoespacio. El efecto alométrico (relacion entre el tamafio y la
conformacion) entre las especies de Fannia se probé con un andlisis de regresion
multivariada con 10.000 repeticiones, y la diferencia entre las pendientes alométricas se
evalu6 con un MANCOVA con 10.000 repeticiones (Klingenberg, 2016). La distancia
fenética entre los grupos de estudio se determind con las distancias de Procrustes y
Mahalanobis. Para evaluar la utilidad potencial de la conformacion alar para la asignacion
de un espécimen a su respectivo grupo (sexo, especie, morfoespecie) se aplicé un Analisis

Discriminante (AD) para la comparacion entre sexos y un Analisis de Variables Candnicas
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(AVC) con 10.000 repeticiones basado en las distancias de Mahalanobis para las
comparaciones entre especies 0 morfoespecies. Los analisis morfométricos se realizaron
en los programas MorphoJ (Klingenberg, 2011) XYOM (Dujardin & Dujardin, 2019) y PAST
v. 3.0 (Hammer et al., 2001).

Resultados

La comparacién entre el conjunto de datos de alas derechas e izquierdas fueron altamente
similares, tanto en tamafio como en conformacion alar. Por lo tanto, se realizé el analisis
Unicamente con el conjunto de datos de alas derechas. En total, se analizaron 149 alas
derechas de las cuales 45 corresponden a machos de diez especies y 104 a hembras del
género Fannia (Tabla 2). Se evidencio un a repetibilidad aceptable (= 80%) tanto para el

tamafio centroide como para las variables de conformacién alar.

Comparacion de la forma alar entre machos y hembras del género Fannia

Se evidencid un fuerte dimorfismo sexual en la conformacion alar, con la observacion de
dos grupos claramente diferenciados en el morfoespacio que corresponden a machos y
hembras (Fig. 3). EI AD permitio la discriminacion casi perfecta entre las alas de los machos
y las hembras (>99%) (Fig. 4), con una distancia de Mahalanobis de 6.5. En cuanto al
promedio de la conformacién de las alas entre machos y hembras, se visualizan las
mayores diferencias en los puntos de referencia relacionados con las intercepciéon de la
vena Subcosta (Sc) con la Vena Costa (C) (punto 1), la vena primera radial (R1) y la vena
Costa (punto 2), la primera rama de la vena medial (M1) con el borde del ala (punto 7), la
primera rama de la vena medial (M1) y la vena transversal discal medial-cubital (dm-cu)
(punto 8) y la primera rama de la rama anterior de la vena cubital (CuA;) y la vena

transversal discal medial-cubital (dm-cu) (punto 12) (Fig. 5).

Comparacion de machos de especies del género Fannia

Los machos presentaron diferencias interespecificas significativas en el tamafio centroide
(Kruskal-Wallis 36,05, p <0,0001) (Fig. 6). Se evidencio un efecto alométrico significativo (p
<0.0001), sin embargo, el efecto del tamafio sobre la conformacion alar fue bajo (18.9%). A
partir del ACP se observo una tendencia a la agrupacion de las especies en el morfoespacio

(Fig. 7). El promedio de la conformacién alar de los machos entre las diez especies
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analizadas evidencio diferencias significativas en todas las comparaciones pareadas de las
distancias de Mahalanobis (Tabla 3). Este caracter permitié la asignacidén correcta del
46,67% de los especimenes a su especie, con asignaciones correctas entre el 75-100%

Unicamente para F. lamosca, F. pseudoconstricta y F. dorsomaculata (Fig. 8).

Comparacion de hembras del género Fannia

Se obtuvo en total 20 secuencias de 7 morfoespecies, las cuales se compararon con
secuencias previamente obtenidas de los machos identificados a nivel de especie. Se
evidencié la asociacién de algunas morfoespecies con sus conespecificos como sigue:
Fannia pusio: F. spl, F. dorsomaculata: F. sp6, F. lamosca: F. sp4, F. isa/F.
pseudoconstricta: F. sp2, F. sp5 y F. sp7; F. spinosa: F. sp3, mientras que para las demas
morfoespecies no fue posible su asociacion con ninguna especie. A partir de esta
asociacion entre morfoespecies (hembras) y especies (machos) se interpretaron los

resultados.

Las comparaciones entre morfoespecies de las hembras presentaron diferencias
significativas en el tamafio centroide (Kruskal-Wallis 84,35, p <0,0001) (Fig. 9). Se evidenci6
un efecto alométrico significativo (p <0,0001), sin embargo, el efecto del tamafio sobre la
conformacion alar fue bajo (12,92%). Se evidenciaron agrupaciones y superposiciones de
las morfoespecies en el morfoespacio (Fig. 10), y diferencias significativas en el promedio
de la conformacién alar entre todas las comparaciones pareadas entre las morfoespecies
(Tabla 4), con una asignacion correcta global del 75%, e individual por morfoespecie entre
75-100% para F. spl (F. pusio), F. sp4 (F. lamosca) y F. sp5 (F. isa) (Fig. 11).

Asignacion de las hembras (morfoespecies) a sus conespecificos

La comparacién entre las morfoespecies y las especies a través del AVC evidencié que
existen algunas diferencias en la conformacién del ala de las especies y morfoespecies
analizadas. Sin embargo, esas diferencias en la conformacién alar no permitieron la
asociacion de las morfoespecies (hembras) a sus especies (machos), lo cual indica que las
diferencias en la forma alar entre machos y hembras son mas fuertes que a nivel

interespecifico como se observa en el morfoespacio (Fig. 12).
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Discusion

El andlisis de las alas derechas versus izquierdas arroj6é resultados similares para la
mayoria de las comparaciones entre sexos, tanto en el tamafio centroide como en los
estimadores de la conformacién alar. Lo cual, sugiere que se podrian utilizar
indiscriminadamente para los analisis morfométricos, algo util en ejemplares que presentan
alguna de las alas dafiada, sin embargo, para evitar introducir un sesgo potencial debido a
asimetria fluctuante (Benitez et al., 2020), en este trabajo se analiz6 Unicamente el lado
derecho.

El género Fannia evidencio un fuerte dimorfismo sexual en la conformacion alar permitiendo
incluso su asignacion de sexo con alta precision basado Unicamente en esta estructura
anatomica. Asi mismo, las diferencias en el promedio de la conformacién alar a nivel
interespecifico tanto en machos como en hembras (morfoespecies) permitieron la
asignacién correcta a su grupo (especie o morfoespecie). Sin embargo, esas diferencias
fueron superadas por las diferencias a nivel de sexo. Este resultado tiene implicaciones
para estudios futuros en este grupo taxonémico, particularmente porque no es posible
asociar las hembras con sus conespecificos basado Unicamente en analisis de morfometria
geométrica alar derivado de los puntos de referencia incluidos. Por el momento la
identificacion molecular se constituye como la herramienta complementaria mas precisa

para la asociacion de las hembras con sus conespecificos.

El fuerte dimorfismo sexual en las alas de dipteros se ha relacionado con la seleccion sexual
(Virginio et al., 2015). Los resultados de este estudio sugieren que la conformacion alar de
Fannia es especifica del sexo, y que mecanismos genéticos diferenciales y complejos
podrian estar implicados en su expresion (Klingenberg, 2010). No se conoce las
implicaciones del dimorfismo sexual alar sobre la aerodindmica del vuelo en Fannia,
caracter que podria tener un impacto en la aerodinamica del vuelo para su apareamiento y

otras caracteristicas de su historia de vida (Krishna et al., 2020).

La alometria, relacionada con el efecto del tamafio sobre la conformacién alar, se ha
sugerido como una explicacion a las diferencias de la conformacion entre sexos (Camargo
et al., 2015; Ludoski et al., 2023). Aunque se encontré un efecto alométrico significativo en
especies del género Fannia, este explicd Unicamente un porcentaje de la variacion de la

conformacion alar (12,92-18,9%). Otros mecanismos genéticos, evolutivos y ontogéneticos
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deben explicar la mayor parte de la variacién de la forma (Breuker et al., 2006; Debat et al.,
2003; Gidaszewski et al., 2009).

El tamafio del ala a nivel interespecifico de Fannia pueden ser mas variable y estar menos
controlada genéticamente que la conformacion alar, con un impacto relevante de variables
ambientales como la temperatura, precipitacion y altitud como se ha demostrado
previamente en dipteros (Contreras-Perera et al., 2023). Por ejemplo, Chaiphongpachara
et al. (2022) detectaron como las variables ambientales locales ejercen una presion en la
variacion fenotipica del ala entre poblaciones de Stomoxys calcitrans y como estas tienen

unas respuestas adaptativas a estas condiciones Baleba et al. (2019).

Una identificacion precisa de las especies constituye la base para avanzar en la
investigacion basica y aplicada. El presente estudio representa la primera aproximacion
basada en morfometria geométrica en miembros del género Fannia de Colombia. El
pequefo tamafio muestral, tanto de machos como de hembras de las especies analizadas,
se relacion con su disponibilidad en la Coleccion Entomoldgica. Previamente se ha
sefalado el impacto potencial de un tamafio muestral pequefio sobre la estimacion de las
diferencias en la conformacion de estructuras anatémicas en diversos estudios de
morfometria geométrica (Cardini et al., 2015; Cardini & Elton, 2007; Rohlf, 2003). Sin
embargo, el efecto del error de muestreo es una variable que depende de la variabilidad
dentro y entre los grupos de estudio (Cardini et al., 2021). Hall et al. (2014) a partir de un
tamafio muestral pequefio de ejemplares depositados en coleccion lograron detectar un
dimorfismo sexual y discriminar poblaciones de Chrysomya bezziana. Este estudio incluy6
en su gran mayoria especimenes por especie de diferentes localidades y fechas de
recoleccién, temperaturas y altitudes, en busca de una mayor representacion de la
variabilidad. Sin embargo, se sugiere la inclusién de un mayor nimero de muestras para

confirmar los hallazgos de este estudio.

Teniendo en cuenta la limitacion para la identificacion morfolégica de las hembras, este
estudio incluy6 la tipificacion molecular de algunos especimenes por morfoespecie (1-5)
para potencialmente asociarlas a los machos, previamente recolectados en algunas de las
mismas areas geograficas que las hembras e identificados morfolégica y molecularmente.
Se resalta que para algunos de los especimenes de las morfoespecies F. sp3 y F. sp7

analizados molecularmente no se confirmaron a nivel de especie dado que no se asociaron
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a ninguna de las especies con datos moleculares disponibles, lo que sugiere que podrian
ser miembros de otras especies no analizadas en este estudio. Por su parte, la identidad
de las hembras de F. pusio fue soportada en una cria de laboratorio que conté con hembras

y machos de la especie.

El ACP de las variables de la conformacién alar de las morfoespecies de las hembras no
evidenci6 grupos claramente definidos en el morfoespacio, por lo que se hipotetiza que este
caracter no permite su diferenciacion o que se trata de especimenes pertenecientes a la
misma especie. Los datos moleculares soportan una similitud interespecifica en la forma
alar de las hembras de varias de las especies que tiende a ocultar la potencial sefial

taxondmica.

Este estudio analiz6 la forma alar con base en puntos de referencia, sin embargo, se sugiere
la evaluacién de la morfometria basada en contornos (Dujardin et al., 2014) o el andlisis de
imagenes mediante inteligencia artificial para explorar otros datos potencialmente
informativos en la estructura alar (Ling et al., 2023). Adicionalmente, el andlisis de otras
estructuras anatémicas potencialmente informativas. Por ejemplo, Bravo Pefia (2021)
analizé la variacion morfométrica de la cabeza de Fanna puisio en condiciones de

laboratorio y campo, permitiendo una discriminacion.

Conclusion

El andlisis de la conformacioén alar de especies del género Fannia puede servir como una
herramienta complementaria para el diagnéstico del sexo, asi mismo para la discriminacion
de algunas de las especies en machos o hembras. El fuerte dimorfismo sexual representa
una limitante para asociar las hembras a los machos conespecificos, por lo que se requiere
la aplicaciéon de otras herramientas diagndsticas para lograrlo. La inclusién de un mayor

namero de muestras en los grupos de estudio permitira la validacion de estos hallazgos.
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Figura 1. Mapa de Colombia con los departamentos de donde provienen los especimenes
del género Fannia analizados en este estudio. Los niumeros indican los departamentos, la
estrella de color negro hace referencia a los machos y el poligono de color rojo a las

hembras.
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Figura 2. Ala derecha de Fannia con los 12 puntos de referencia analizados.
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Figura 3. Andlisis de Componentes principales para hembras y machos. Se representan

los dos primeros componentes (ACP1y ACP2).
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Figura 4. Histograma de frecuencias del analisis discriminante entre hembras y machos del

género Fannia basados en la conformacion alar.
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Figura 5. Esquema de las diferencias del promedio de la conformacioén alar entre

hembras (color rojo) y machos (color azul).
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Figura 6. Diagrama de cajas. Variacion de los tamafios centroides del ala derecha de las
diez especies de Fannia. La mediana de cada morfoespecie esta presentada por la linea
que cruza cada caja. Los extremos de arriba y abajo de la caja indican los cuartiles, o
percentiles, 25y 75. Los bigotes representan los valores maximo y minimo. Los puntos
representan cada uno de los especimenes. Fannia  aburrae-aburrae; F. colazorrensis-
colazorrensis; F. dodgei-dodgei; F. dorsomaculata-dorsomaculata; F. isa- isa; F. laclara-
laclara; F. lamosca-lamosca; F. pseudoconstricta-pseudoconstricta; F. pusio-pusio; F.

spinosa-spinosa.
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Figura 7. Analisis de Componentes Principales para las diez especies del género Fannia.
Se representan los dos primeros componentes principales (ACP1 y ACP2). Fannia
aburrae-abu; F. colazorrensis-col; F. dodgei-dod; F. dorsomaculata-dor; F. isa- isa; F.
laclara-lac; F. lamosca-lam; F. pseudoconstricta-pse; F. pusio-pus; F. spinosa-spi.
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Figura 8. Andlisis de Varianzas Candnicas de las diez especies del género Fannia
representado por las dos primeras variantes (AVC1 y AVC2). Fannia  aburrae-abu; F.
colazorrensis-col; F. dodgei-dod; F. dorsomaculata-dor; F. isa- isa; F. laclara-lac; F.

lamosca-lam; F. pseudoconstricta-pse; F. pusio-pus; F. spinosa-spi.
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Figura 9. Diagrama de cajas. Variacion de los tamafios centroides del ala de las
morfoespecies de Fannia. La mediana de cada morfoespecie estd presentada por la linea
que cruza cada caja. Los extremos de arriba y abajo de la caja indican los cuartiles, o
percentiles, 25y 75. Los bigotes representan los valores maximo y minimo. Fannia  spl-

spl; F. sp2-sp2; F. sp3-sp3; F. sp4-sp4; F. sp5-sp5; F. sp6-sp6; F. sp7-sp7.
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Figura 10. Andlisis de Componentes Principales para las siete morfoespecies de Fannia.
Se representan los dos primeros componentes (ACP1 y ACP2). Fannia spl- spl; F. sp2-

sp2; F. sp3-sp3; F. sp4-sp4; F. sp5-sp5; F. sp6-sp6; F. sp7-sp7.
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Figura 11. Andlisis de varianza canodnica con las variables de la conformacién alar entre
morfoespecies de hembras representado por las dos primeras variantes (ACV1 y ACV2).
Fannia  spl-spl; F. sp2-sp2; F. sp3-sp3; F. sp4-sp4; F. sp5-sp5; F. sp6-sp6; F. sp7-sp7.
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Figura 12. Andlisis de varianza canénica representado por las dos primeras variantes
(AVC1l y AVC2), de la forma del ala de diez especies (machos) y las siete morfoespecies
(hembras) de Fannia. Fannia aburrae-abu; F. colazorrensis-col; F. dodgei-dod; F.
dorsomaculata-dor; F. isa- isa; F. laclara-lac; F. lamosca-lam; F. pseudoconstricta-pse; F.
pusio-pus; F. spinosa-spi; F. spl- spl; F. sp2-sp2; F. sp3-sp3; F. sp4-sp4; F. sp5-sp5; F.
Sp6-sp6; F. sp7-sp7.

112



Tabla 1. Localizacién anatdmica de los puntos de referencia utilizados siguiendo la

nomenclatura propuesta por Cumming & Wood (2009).

Punto de Descripcion anatomica
referencia
1 Interseccion de la Vena Subcosta (Sc) con la Vena Costa (C)
2 Interseccion entre la vena primera radial (R1) y la vena Costa
3 Interseccion entre la vena radial dos mas tres (R2+3) y el borde del ala
4 Punto de origen de la vena radial dos mas tres (Rz:3) y la radial cuatro
mas cinco (Ra+s)
5 Interseccion entre la vena transversal radial medial (r-m) y la radial
cuatro mas cinco (Ra+s)
6 Interseccion entre la vena radial cuatro mas cinco (Ra+s) y el borde del
ala
7 Interseccion de la primera rama de la vena medial (M1) con el borde del
ala
8 Interseccion entre de la primera rama de la vena medial (M;) y la vena
transversal discal medial-cubital (dm-cu)
9 Interseccidn entre la vena transversal radial medial (r-m) y la primera
rama de la vena medial (M1)
10 Interseccion entre la vena transversal medial-cubital basal (bm-cu) y la
primera rama de la vena medial (M1)
11 Interseccion entre la vena transversal medial-cubital basal (bm-cu) y la
primera rama de la rama anterior de la vena cubital (CuAz)
12 Interseccion entre la primera rama de la rama anterior de la vena

cubital (CuA:) y la vena transversal discal medial-cubital (dm-cu)
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Tabla 2. Especimenes del género Fannia utilizados para el analisis morfogeométrico.

Especie o morfoespecie Sexo n

F. aburrae Durango & Ramirez-Mora 2019 4

F. colazorrensis Durango & Ramirez-Mora 2013 4
F. dodgei Seago, 1954 3

F. dorsomaculata Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 4
F. isa Durango & Ramirez-Mora 2019 5

F. laclara Durango & Ramirez-Mora 2013 Machos 6

F. lamosca Grisales, Wolff & Carvalho, 2012 4

F. pseudoconstricta Durango & Ramirez-Mora 2019 5
F. pusio Wiedemann, 1830 5

F. spinosa Durango & Ramirez-Mora 2019 5

F. spl 16

F. sp2 16

F. sp3 16

F. sp4 Hembras 16

F. sp5 16

F. sp6 16

F. sp7 8
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Tabla 3. Distancias de Mahalanobis entre las diez especies de Fannia.

Especie abu col dod dor isa lac lam pse pus
col 18,43
dod 16,15 7,20
dor 8,39 16,68 14,88
isa 7,81 14,62 13,03 7,74
lac 4,45 17,68 14,71 8,49 8,18
lam 11,86 18,96 17,99 6,61 10,62 12,46
pse 6,24 19,76 17,47 10,27 6,92 8,05 12,46
pus 20,49 4,96 7,55 18,03 15,94 19,34 19,58 21,15
spi 4,71 17,96 16,51 7,86 8,21 6,03 10,85 8,32 20,03

Fannia aburrae-abu; F. colazorrensis-col; F. dodgei-dod; F. dorsomaculata-dor; F. isa- isa;

F. laclara-lac; F. lamosca-lam; F. pseudoconstricta-pse; F. pusio-pus; F. spinosa-spi. Todas

las comparaciones pareadas fueron estadisticamente significativas con una p <0,05.
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Tabla 4. Distancias de Mahalanobis entre las morfoespecies.

Morfoespecie F. spl F. sp2 F. sp3 F. sp4 F. sp5 F. sp6
F.sp2 7,95
F. sp3 7,29 3,44
F. sp4 8,61 9,54 8,44
F. sp5 8,55 3,21 4,92 9,33
F. sp6 5,75 7,00 5,98 5,17 7,31
F. sp7 7,03 3,79 3,66 7,95 3,97 5,36

Todas las comparaciones pareadas de las morfoespecies de Fannia las cuales fueron

estadisticamente significativas con una p <0,0001.
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Tabla 1S. Patrones alares y de cuerpo tenidos en cuenta para la separacion de las hembras

en morfoespecies.

Morfoespecie Patrén alar Coloracion del cuerpo
F sol Alas transparentes (hialinas) y venas térax de color negro y
+SP claras Abdomen negro trimaculado

Alas de color pardo tenue en: el tercio
superior entre la vena Costal (C) y la

F. sp2 R4+5, la vena r-m y la dm-cu. Venas Cuerpo de color negro
oscuras
Alas de color pardo oscuro en el tercio
F. sp3 superior entre la vena Costal (C) y la Cuerpo de color negro

R2+3.Venas oscuras
Torax de color café en vista
dorsal con dos franjas grises
sobre el prescutum, abdomen
marrén 0scuro con margenes
apicales y basales amarillo
translicido

Alas de color pardo claro en el tercio
F. sp4 superior entre la vena Costal (C) y la
R2+3.Venas oscuras

Alas de color pardo oscuro en: el tercio
superior entre la vena Costal (C) y la
F. sp5 R2+3. zona apical del ala entre la vena Cuerpo de color negro
R2+3 vy la M; la vena r-m y la dm-cu.
Venas oscuras

Térax de color café en vista
dorsal con dos franjas grises
Alas transparentes (hialinas) y venas  a lo largo del térax, abdomen
oscuras marrén oscuro con margenes
apicales y basales amarillo
translucido

F. sp6

Alas de color pardo oscuro que
recubre el tercio superior entre la
F. sp7 Costal (C) y la R2+3 y desde la mitad Cuerpo de color negro
hacia la zona apical del ala desde la
vena R4+5 CuAl
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Tabla 2S. Porcentajes de clasificacion correcta validada por sexo, de diez especies y siete

morfoespecies de Fannia analizadas.

Porcentaje de clasificacion correcta

Sexo Especie (n de clasificacion correcta/total de n
especimenes)
F. aburrae 0% (0/4)
F. colazorrensis 25% (1/4)
F. dodgei 0% (0/3)
F. dorsomaculata 75% (3/4)
Machos F.isa 40% (2/5)
F. laclara 33.33% (2/6)
F. lamosca 100% (4/4)
F. pseudoconstricta 80% (4/5)
F. pusio 40% (2/5)
F.spinosa 60% (3/5)
F. spl 87.5% (14/16)
F. sp2 68.75% (11/16)
F. sp3 68.75% (11/16)
Hembras F. sp4 100% (16/16)
F. sp5 75% (12/16)
F. sp6 68.75% (11/16)
F. sp7 37.5% (3/8)
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Tabla 3S. Mediana e Intervalo de Confianza-IC, de las diez especies y siete morfoespecies

de Fannia analizadas.

Sexo Especie/ Morfoespecie

Mediana (IC 95%)

F. aburrae
F. colazorrensis
F. dodgei
F. dorsomaculata
Machos Flsa
F. laclara
F. lamosca
F. pseudoconstricta
F. pusio
F.spinosa
F. spl
sp2
sp3
Hembras sp4
sp5
sp6

mmom o m o m m

sp7

10,12 (9,29-11,23)
6,62 (5,85-7,12)
6,30 (5,58-6,96)
9,77 (8,48-11,04)
9,49 (8,53-10,74)
9,59 (8,96-10,09)
12,04 (10,35-13,33)
10,25 (9,74-10,66)
5,72 (4,29-8,44)
11,20 (10,67-11,67)
5,89 (5,79-6,21)
9,53 (9,39-9,99)
10,65 (10,46-10,92)
11,60 (11,28-12,61)
8,79 (8,33-9,16)
9,36 (8,94-9,79)
10,51 (9,89-10,86)
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Conclusiones Generales

Los estudios del género Fannia en el neotrépico son aun escasos en comparaciéon con los
avances en el conocimiento de las especies de la region holartica. A partir de este trabajo
se proporcionan datos moleculares para diez especies del género que se encuentran en la
region Neotropical. Los hallazgos sirven como referencia para la identificacion molecular y
confirmacion de algunas especies de Fannia, permitiendo la asociaciéon de hembras y
estados inmaduros con sus respectivos conespecificos. Asi mismo, se evidencian dos
grupos mitocondriales en F. dorsomaculata. Por ultimo, a partir del andlisis de la
conformacion alar se puede diagnosticar el sexo en Fannia, como también discriminar
algunas especies por sexo, pero no se logra una asociacion de las hembras con sus
conespecificos.

Consideraciones

La identificacion de las especies del género Fannia es crucial para comprender su biologia,
ecologia, distribucion y otros aspectos, asi como para utilizar esta informacion en diversas
aplicaciones. La mayoria de las especies incluidas en este trabajo se describieron
recientemente, y aliin queda mucho por determinar sobre su ciclo de vida y otros aspectos
de su biologia, para lo cual se requieren mas estudios. El analisis morfogeométrico y
molecular se realiz6 con los especimenes disponibles, por lo cual, incrementar el tamafio
de la muestra de las diferentes especies en estudios futuros podrian ayudar a validar estos

primeros hallazgos morfométricos y moleculares.
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Anexos

Presentacion de resultados en congresos
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