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RESUMEN: Morfolégicamente Ogyges laevissimus, O. hondurensis
y O. politus (Coleoptera: Passalidag) son muy parecidas entre
sf, conformando un linaje particular dentro del alfamente diverso
género Ogyges. Analizamos la diversidad genética de dos de
estas especies, O. laevissimus y O. hondurensis, basados en las
secuencias del gen mitocondrial 12s de siete poblaciones (cinco
de O. laevissimus y dos de O. hondurensis) de Guatemala y
Honduras. El andlisis filogenético molecular, con cuatro especies
del mismo género como grupos externos (Ogyges championi,
O. cackchiqueli, O. tzutuhili y una nueva especie), fue contrastado
en mapas de distribucién para cada poblacién. Los resultados
demuestran la monofilia del grupo “laevissimus”, asi como
aislamiento geogrdfico reciente entre las poblaciones, ademés
de especiacién por vicarianza. Encontramos un conflicto con la
poblacién de O. hondurensis del Cerro Miramundo, que queda
mds relacionada a O. laevissimus que a las otras poblaciones
de O. hondurensis, lo que sugiere la posibilidad de que esté
ocurriendo introgresién o que se trate de un nuevo taxén. El
escenario biogeogrdfico sugiere que durante el Pleistoceno
existié una poblacién ampliamente distribuida, el ancestro comin
de Ogyges grupo “laevissimus”, que con el calentamiento global
(inferglaciacién(es)), divergi6 en las actuales especies conocidas.
El andlisis de la divergencia entre poblaciones de una misma
especie, sugiere un aislamiento mds reciente (¢hace 12,000
afos). El hdbitat de bosque de montafia donde habitan O.
laevissimus y O. hondurensis muestra un alto grado de
fragmentacién reciente que amenaza con la extincion de las
poblaciones locales.

PALABRAS CLAVE: Passalidae, Ogyges, Guatemala, Bosques
nubosos, Biogeografia molecular, Conservacién.
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Molecular biogeography of bess beetles (Coleoptera: Passalidae) of the
“lnevissimus” group of the genus Ogyges and its implications in conservation
of cloud forests of Guatemala.

ABSTRACT: Morphologically, Ogyges laevissimus, O. hondurensis
and O. politus (Coleoptera: Passalidag) are very similar, forming
a distinct lineage within the highly diverse genus Ogyges. We
analyzed the genetic diversity of two of these species, O. laevissimus
and O. hondurensis, based on the sequences of mitochondrial
gene 12s of seven populations (five of O. laevissimus and two
of O. hondurensis) from Guatemala and Honduras. A
phylogenetic molecular analysis, with four species of the same
genus as outgroups (Ogyges championi, O. cackchiqueli, O.
tzutuhili and a new species), was compared with distribution
maps of each population. The results express the monophyly of
the “laevissimus” group, as well as the recent geographic isolation
among the populations and speciation by vicariance. However,
a conflict appears with the population of O. hondurensis from
Cerro Miramundo. It appears o be more related to O. loevissimus
than 1o other populations of O. hondurensis, which suggests the
possibility that introgression is occurring or that this population
is actually another species. The biogeographic scenario suggests
that a widespread species existed during the Pleistocene, the
ancestral population of the “laevissimus” group of Ogyges.
With global warming (inferglaciation(s)), the present species
diverged from this population as they became isolated higher
on mountains. Analysis of divergence among populations of
the same species suggests recent isolation (12000 years ago?).
The habitat of the montane forests inhabited by O. laevissimus
and O. hondurensis have recently become highly fragmented,
threatening the extinction of local populations.

KEY WORDS: Passalidae, Ogyges, Guatemala, Cloud forests,
Molecular biogeography, Conservation.



Introduccion

Los pasdlidos son ronrones o escarabajos (moxes en g eqchi’
y mam), fambién conocidos como pinpines en el oeste de
Guatemala o vaquitas en Costa Rica. La familia Passalidae es
facil de reconocer (Figura 1); agrupa escarabajos relativamente
grandes (13 a 80mm de largo), principalmente negros y con
estrias en los élitros. Existen mds de 600 especies de Passalidae
en el mundo, con la mayor diversificacién en los trépicos. Casi
todos viven en madera podrida y son ecolégicamente importantes
en la degradacién de la madera del bosque, ast ayudando en
reciclar la materia orgdnica. Las especies mas planas tienden
a vivir debajo de la corfeza y las més convexas dentro del fronco.
Los adultos también producen sonidos. Su amplio vocabulario
(una especie posee 14 sefales acUsticas diferentes (Schuster
1983)) estd asociado con su alto nivel de subsocialidad (Schuster
& Schuster 1997).

Tal vez la importancia principal de los pasdlidos para nosotros
es que se pueden usar como organismos indicadores de dreas
de endemismo en bosques nubosos, pues proveen un pardmetro
importante en la priorizacién de la conservacién de este tipo de
dreas (Schuster et al. 2000). En muchas especies, las alas estén
reducidas y no pueden volar. Estas especies tienden a habitar
en montafas aisladas de otras montafias. Ademés, el patrén
de dispersién de las especies endémicas provee claves sobre la
historia biogeografica de Guatemala y Mesoamérica (e.g.
MacVean & Schuster 1981, Schuster et al. 2003, Schuster &
Cano 2006).

A pesar de los esfuerzos, los problemas taxonémicos continGan
y los estudios moleculares han surgido como una nueva
herramienta para dilucidar las relaciones filogenéticas y resolver
problemas de convergencia evolutiva. Actualmente existen
escasamente dos estudios publicados que tratan el andlisis
filogenético molecular de Passalidae, uno en Japén (Hosoya
& Araya 2005) con una especie, Cylindrocaulus patalis y ofro
americano Smith et al. (2006) que no indica las especies de
Passalidae utilizadas. Aquf presentamos los resultados de nuestros
estudios de biogeografia molecular, basados en un fragmento
del gen ribosomal 125, de las poblaciones de dos especies de
escarabajos Passalidae que no pueden volar, pertenecientes al
grupo (linea) “laevissimus” del género Ogyges (Figura 1), que
se distribuye en la Cadena Volcdnica entre Guatemala, Honduras
y El Salvador (Schuster & Reyes-Castillo 1990, Schuster et al.
2005). Actualmente, dicho grupo consiste de tres especies: O.
politus, O. laevissimus y O. hondurensis.

Cuadro 1. Listado de material utilizado en el estudio y distribucidn geogrdfica.

AT O AR
lidae Ogyges laevissimus. Nétese las escasas esfrias
en los élitros, un cardcter del grupo “loevissimus”.

Materiales y métodos

Material ufilizado

Utilizamos material de Passalidae que recolectamos en troncos
podridos (Figura 2), fijado en etanol al 95%. El material de
Ogyges laevissimus proviene de Fuentes Georginas en el Cerro
Zunil (Quetzaltenango), Volcan Chicabal (Quetzaltenango),
Cerro Chuiraxamolé (Solold), Volcdn de Agua (Sacatepéquez)
y Finca Carmona en Anfigua Guatemala (Sacatepéquez) (Cuadro
1). Las poblaciones de Ogyges hondurensis fueron colectadas
en Cerro Miramundo, Santa Rosa (Guatemala), El Portillo,
Ocotepeque (Honduras) y La Esperanza, Intibuca (Honduras)
(Cuadro 1). Se utilizé material colectado desde 1980 hasta el

Especie/Poblacién Individuos Pais Localidad Aiio de colecta
Ogyges loevissimus 1 Guatemala Sacatepéquez, Volcdn de Agua, 2700m. 1982
Ogyges loevissimus | Guatemala Quetzaltenango, Volcan Chicabal, 2500m 2009
Ogyges loevissimus 1 Guatemala Solold, Chuiraxamolg, 3000m 2008
Ogyges loevissimus 1 Guatemala Sacatepéquez, Cerro Carmona, 2100m 2009
Ogyges loevissimus 1 Guatemala Quetzaltenango, Fuentes Georginas (Zunil), 2400m. 2009
Ogyges hondurensis 2 Honduras Intibuca, La Esperanza, 1800m 1980
Ogyges hondurensis 2 Honduras Ocotepeque, El Portillo, 1900m 1981
Ogyges hondurensis 1 Guatemala Santa Rosa, Cerro Miramundo, 1800m 1999
Ogyges cackchiqueli ] Guatemala Huehuetenango, Cuilco, 2100m 1996
Ogyges tzutuhili | Guatemala Zacapa, San Lorenzo, Sierra de las Minas, 2400m 1993
Ogyges championi 1 Guatemala Baja Verapaz, Purulhd, 1600m. 2006
Ogyges n.sp. 1 Guatemala Chiquimula, Cerro Montecristo, 1600m 1998
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afio 2009 (Cuadro 1). Las muestras antiguas almacenadas en
propanol al 80% fueron cambiadas a etanol al 95%. Todas las
muestras fueron almacenadas en un cuarto frio a una temperatura
de 4C. Como grupo externo se utilizé material de Passalidae
almacenado en la Coleccién de Artrépodos de la Universidad
del Valle de Guatemala, previamente fijado en etanol al 95%.
Ese material corresponde a cuatro especies: Ogyges championi,
O. cackchiqueli, O. tzutuhili y una nueva especie de Ogyges.
Mucho del material utilizado, colectado antes de 1979, o fijado
previamente en Formol-Acido Acético-Alcohol (FAA) (como se
acostumbra en el caso de las larvas), no amplificé y en
consecuencia no incluimos esos datos. El material de Ogyges
politus, almacenado en seco, no amplificé para el 12S.

Extraccion y amplificacién del ADN

Extrajimos el ADN por el método de Henry et al. (1990) que
consistié en homogenizar las pafas con nitrégeno liquido y luego
lavar el residuo en dos amortiguadores, TENT (10mM Tris-HCl,
Ph 7.4; 24mM EDTA; 10mM NaCl y 0.5% Tritén X-100) y TEN
(amortiguador TENT excepto que no tiene el Tritén X-100). Se
hicieron dos extracciones con fenol-cloroformo. EI ADN se
precipité en isopropanol al 100%. Para la amplificacién del
gen 12s, variable entre 400 y 420 pares de bases, utilizamos
los cebadores SR-J-14199 (5'-TAC TAT GTT ACG ACT TAT- 3
y SR-N-14594 (5-AAA CTA GGA TTA GAT ACCC-3) (Integrated
DNA Technologies, Inc. (IDT), Corallville, IA, USA). La reaccién
de PCR se realizé en un volumen final de 25 ul con la receta
siguiente: 16.80 ul de H20, 2.5 ul Buffer 10x, 1.5 ul de MgCl,
0.5 ul de cada cebador, 1.00 ul de DNTP’s, 0.20 ul de Taq y
200 ng de ADN. Se realizaron geles de agarosa al 1%, para
verificar la amplificacién de los genes. Los segmentos obtenidos
fueron purificados utilizando el kit Wizard PCR Prep. DNA
Purification System, Promeg (Madison, Wisconsin USA) y enviados
a secuenciar a la empresa Macrogen, USA, a una concentracién
de 30ng/l, junto con los dos cebadores del gen 12s (a una
concentracién de 5pmol/l). Las secuencias obtenidas fueron
editadas utilizando los programas Seqman Pro y Editseq de
Lasergene 8 (DNASTAR, Inc. - NetNation), utilizando los
electroferogramas (tanto el “forward” como el “reverse”). Las
secuencias fueron alineadas utilizando el método Clustal W,
por medio del progama Megalign (DNASTAR, Inc. - NetNation).

O. tzutuhili, Sierra de las Minas
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Figura 3. Diego Archila (autor junior), en proceso de amplificacion de ADN.

Excepto la secuenciacién, todo el trabajo se realizé en el
Laboratorio de Proteccién Vegetal de la Universidad del Valle
de Guatemala (Figura 3).

Andlisis filogenético y biogeografia molecular

El andlisis filogenético se realizé con el programa MEGA versién
4 (Tamura et al. 2007), con el método de Simplicidad Méxima
(“Maximum Parsimony”) y se seleccioné el drbol de consenso.
La filogenia molecular del “grupo interno” fue constrastada en
un mapa de Centroamérica Nuclear, donde se indica la
distribucion de cada poblacién.

Resultados

La filogenia molecular basada en el gen 125, junto con la
distribucién geogréfica de las especies y poblaciones, se presenfan
en la figura 4. Se presentan los resultados de 5 poblaciones
de Ogyges laevissimus, 3 poblaciones de Ogyges hondurensis
y una poblacién de cada una de las siguientes especies (grupos
externos): Ogyges fzutuhili, Ogyges cakchiqueli, Ogyges
championi y Ogyges n.sp. (vea Cuadro 1).
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Figura 4. Filogenia molecular y dreas de distribucion geogrdfica de dos especies del género Ogyges grupo “laevissimus”.

20 Revista 23 de lo Universidad del Valle de Guatemala (2011)



Discusion de resultados

Filogenia y biogeografia molecular

La filogenia de la figura 4 sostiene que las especies de Ogyges
del grupo “laevissimus” constituyen un taxén monofilético, basado
en las secuencias del gen mitocondrial 12S (sin embargo, note
que la especie O. politus no se encuentra incluida en el frabajo).
La filogenia también muestra una clara separacion entre las dos
especies estudiadas (O. laevissimus y O. hondurensis) excepto
por el hecho de que la poblacién de O. hondurensis del Cerro
Miramundo, cerca del limite de distribucién al este de O.
laevissimus en el Volcan de Agua, se encuentra més relacionada
a O. laevissimus que a otras poblaciones de O. hondurensis
que se encuentran mas al oriente, hacia Honduras (Figura 4).
Esa incongruencia sugiere la posibilidad de que esté ocurriendo
introgresion para el gen 12, o que se trate de un nuevo taxén.

La filogenia también muestra que las poblaciones de O.
laevissimus se encuentran parcialmente aisladas (todas las
especies de Ogyges tienen las alas reducidas y son incapaces
de volar, asf que deben caminar para trasladarse entre sitios).
Actualmente la distribucién altitudinal de O. laevissimus esté
restringida a bosques nubosos muy altos (2100-2700m de
acuerdo a MacVean y Schuster (1981)), rodeados de valles
relativamente secos. La confiabilidad de nuestro andlisis estd
apoyada por el hecho de que poblaciones cercanas
geograficamente tambien salen cercanas filogeneticamente,
como es de esperar. Por ejemplo, Cerro Carmona, al lado del
Volcan de Agua, forman un clado con un ancestro comin
reciente (Figura 4).

Las especies que representan los grupos externos muestran
resultados inferesantes. Por un lado, hay un clado hermano de
la linea “laevissimus” formado por las especies O. cackchiqueli,
O. fzutuhiliy O. championi y por el ofro, una nueva especie que
tentativamente estamos asignando al género Ogyges. Las
especies del “grupo hermano” fueron incluidas en dos linajes
diferentes por Schuster & Reyes-Castillo (1990): la linea
“cackchiqueli” (O. cackchiqueli, O. tzutuhili, O. furcillatus y O.
marilucasae) y la linea “laevior” (O. championi y O. kekchii).
Esas especies, con la excepcion de O. marilucasae de las
montafias del sur de Chiapas, se encuentran distribuidas al norte
del Valle seco del rio Motagua. Un evento reciente, el fin de
la glaciacion del Pleistoceno, determiné definitivamente los
actuales patrones de distribucién, y establecié la barrera
geogréfica mds importante para la biota de Guatemala, el
Corredor Subhimedo (Schuster & Cano 2006) que corre desde
la Depresién Central de Chiapas en México, através de Nentén
y Cuilco en Huehuetenango, pasando por Sacapulas en Quiché
hasta llegar al valle seco de Salamd en Baja Verapaz y del rio
Motagua entre los departamentos de El Progreso y Zacapa.
Las especies de bosques himedos de montaiia que no pueden
volar y son estenoicas, quedaron restringidas a diferentes dreas,
con la consecuente divergencia genética observada.

Implicaciones en la conservacion de bosques nubosos

A pesar de su alta diversidad biolégica, marcados endemismos
y su importancia manteniendo las cuencas hidrogrdficas, los
bosques nubosos de Guatemala (Figura 5), han sido poco
estudiados y se encuentran en peligro de desaparecer debido
a la destruccién del habitat. El dafio se produce principalmente
por el avance de la frontera agricola, especialmente la conversién
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Figura 5. Distribucion y extension aproximada de los bosques nubosos en Guatemala. Mapa basado
en nuestros datos de recolecta de escarabajos.

a cafetales, y actividades ganaderas; la extraccién de productos
maderables y no maderables; la construccién de carreteras; el
establecimiento de asentamientos humanos; y por el
desplazamiento que sufren estos bosques debido al cambio
climdtico global.

Los resultados del estudio de poblaciones de Ogyges del
grupo “laevissimus” muestra una elevada diversidad genética
intrapoblacional en los bosques nubosos de la cadena volcanica
de Guatemala. Las poblaciones tienen algin grado de separacion,
con secuencias genéticas diferentes (haplotipos). Los datos
provenientes de los especimenes analizados, de las colecciones
y de la literatura, indican que las poblaciones de Ogyges
laevissimus, endémicas a los volcanes del occidente de Guatemala
se distribuyen en dreas donde actualmente no existen reservas
biolégicas funcionales, exceptuando la Reserva “Refugio del
Quetzal” de la Universidad del Valle de Guatemala, en el Volcan
Atitlén.  Asf, las poblaciones de O. laevissimus y especies
acompafantes estdn seriamente amenazadas. Es aun peor el
caso de Ogyges hondurensis, cuyas poblaciones se encuentran
reducidas a apenas tres islas de bosque nuboso en Guatemala:
Cerro Miramundo en Santa Rosa, La Unién en Zacapa y la
aldea Cafetales en Chiquimula. Esos tres sitios se encuentran
bajo continua amenaza de destruccién; sin embargo, poblaciones
de O. hondurensis se encuentran en dreas protegidas en Honduras
(Reserva “El Guisayote”) y El Salvador (Reserva “El Pital”).
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Conclusiones

* El grupo “laevissimus” de Ogyges sali6 como grupo
monofilético.

* Probablemente la especiacion entre O. loevissimus de los
volcanes del occidente de Guatemala, O. hondurensis de las
montafias del este de Guatemala y oeste de Honduras y El
Salvador, y O. politus del Cerro Montecristo (en la frontera entre
Guatemala, Honduras y El Salvador), se produjo debido a
vicarianza. El ancestro debié haber estado ampliamente
distribuido al sur del Valle del rio Motagua.

* El hdbitat de bosque de montaiia, donde habitan los pasélidos
O. laevissimus, O. hondurensis y O. politus, ha mostrado un
alto grado de reduccién y fragmentacién. Como lo evidencian
los resultados, estos son bosques con genes Unicos, no
exclusivamente de pasdlidos sino tambien de salamandras (Rovito
et al. 2009, Campbell et al. 2010) y lagartijos (Campbell &
Frost 1993), que deben ser priorizados en el establecimiento
de reservas bioldgicas.
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