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Resumen:

En este proyecto se analizara el efecto de la fragmentacién de la selva de los Tuxtlas sobre la
estructura génica de dos especies de escarabajos del estiércol (Scarabacidae: Scarabasinae),
exclusivas de selvas, asi como de dos especies que siendo de selvas, son capaces de salir de ella
y transitar por los pastizales y por los cultivos. Al mismo tiempo se efectuara un estudio sobre el
efecto de la fragmentacion de la selva sobre la composicion de especies y la estructura del gremio
de los Scarabacinae, reconocidos por su importante funcion en los ecosistemas tropicales y por ser
un excelente grupo de insectos para monitorear la biodiversidad. Para el analisis de la estructura
génica de las especies en estudio se colectaran escarabajos en siete sitios entre el volcan San
Martin, el Santa Marta y el San Martin Pajapan. Los escarabajos colectados de las 4 especies
seran analizados con la técnica de amplificacion aleatoria de segmentos polimorficos (RAPDSs), para
determinar que tan extensa es la diferenciacion genética dentro y entre las poblaciones de cada una
de las especies. En las mismos sitios y en otros fragmentos de selva de diferentes tamafos se
colocara la fauna de escarabajos copro-necréfagos.
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INTRODUCCION

En € presente proyecto se andiz6 € efecto de la fragmentacion de lasalvade Los Tuxtlas, Ver., sobre
la estructura génica de dos especies de escarabajos dd estiércol (Scarabacidae: Scarabaeinae) exclusivas
de selvas, y de dos especies de selvas que son capaces de salir de ellay transtar por los pastizales y
cultivos. Al mismo tiempo se llev6 a cabo un estudio del efecto de la fragmentacion de la selva sobre la
composicion de especies y la estructura del gremio de los Scarabaeinae, reconocido por su importante
funcién en los ecosistemas tropicaes y por ser un excelente grupo de insectos para monitorear la
biodiversidad (Hdfler y Favila, 1993; Favilay Halffter, 1997).

METODOLOGIA GENERAL

Después de las salidas de prospeccion (enero y febrero), se establecieron dos recorridos de trampeo.
El primero abarco € Volcan San Martin Tuxtla hasta las estribaciones de la Sierra de Santa Marta, por la zona
de Coyame (recorrido 1) (Fig. 1, véase Cuadro 1, en € que se da la informacion de las localidades), mientras
que d segundo incluy6 a Volcan San Martin Pgjapan, |os acahuales que o unen con la Sierra de Santa Martay
las estribaciones de estamisma (recorrido I1). En cada uno de los sitios, por salida, se colocaron dos juegos de
cuatro trampas (dos cebadas con excremento humano y dos con pescado) separando cada juego 100
metros, con el objeto de reforzar nuestro muestreo y tener una mejor representatividad de las especies de
cada sitio. Para la mayoria de los tipo de vegetacion analizados también colectamos las especies de pastizales
aledarios a los bosques, con 1o que logramos tener una vision regional de las especies de la selvay de las
areas abiertas. Aligual que en los bosques, en cada pastizal colocamos dos juegos de cuatro trampas (dos copros
y dos necros) separando 100 metros cada juego. Para evaluar € esfuerzo de captura en € presente andlisis, se
efectud la comparacion de las especies encontradas con las esperadas utilizando en la mayoria de los casos €l
estimador no paramétrico MMMean, ampliamente recomendado por Colwdl y Coddington, 1995, y
comunicacién personal). Esto fue debido a que los datos fueron muy variables por sitio y a que cuando se
utilizaron los modelos asintéticos propuestos por Soberén y Llorente (1993), los datos no siempre

cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza.



Dé ésta forma, s uniformizd é criterio con un solo estimador no paramétrico, aunque en los
cuadros donde sé presentan las comparaciones para evaluar €l esfuerzo dé captura sé ponen otros estimadores é
informacién adicional qué sale dé las corridas del programa EstimateS de Colwell (1997).

En cada sitio, tanto en selva como en pastizal, sé registraron los parametros ambientales
propuestos en é proyecto: temperatura ambiental, temperatura del suelo, humedad relativa del
ambienté, humedad relativa del suelo, velocidad del viento, dureza del suelo, hora de lectura de
parametros (Archivo: ambiente).

El recorrido 1 se efectud siete veces (enero, abril, junio, agosto y octubre dé 1999, y febrero del
2000). El recorrido 11 se efectud tres veces (febrero y junio del 99, y agosto del 2000) Varias sadlidas
al campo tuvieron qué ser suspendidas, inclusive ya estando en campo, debido a las intensas lluvias en la
region, que provocaron desbordamientos dé rios. Todo esto afecto él trabajo dé campo y € nimero de
sitios que finalmente se pudieron trabajar alo largo del periodo vigente del proyecto (la figura 1 muestra
todos los sitios recorridos, pero €l cuadro 1 sélo los analizados). Sin embargo, sé lograron cumplir los

objetivos propuestos en él proyecto.

Nivel genético

El objetivo general dé este apartado fue el evaluar si la estructura poblacional de las especies a
estudiar se gustaba a alguno de los tres model os poblacionales siguientes: aisamiento por distancia, salto en
piedra o panmictico. El andlisis genético dé cada especie seleccionada se realizé por medio délatécnica
de amplificacion aeatoria de segmentos polimérficos del ADN (RAPD). En esté estudio se usaron primers
disefiados al azar de 10-bases cada uno y con un contenido dé G+C dé 50%. El protocolo dé extraccion,
concentracién, purificacion y amplificacién dé ADN dé los escarabajos sé presenta en €l Apéndice 1.

En él planteamiento original del proyecto se propuso trabajar con las siguientes especies;
Canthon cyanellus cyanellus, Coprophanaeus telamon corythus, representando ambas a especies dé amplia
distribucion, y Canthon femnoralis y Canthon euryscelis, como especies restringidas a selvas. Durante los
muestreos no fue posible capturar en un buen nimero dé sitios a las dos Ultimas especies, empero, sé
encontraron dos especies qué resultaron préacticamente exclusivas dé selvas, pero ampliamente

distribuidas en los fragmentos de bosque de diferente tamafio estudiados: Canihidium



centrale y Deltochilurn pseudoparile. De esta forma el grupo de especies finalmente analizado
fue: Canthon cyanelus cyand lus, Coprophanaeus telamon corythus especies euritépicas, y Canthidium

centrale y Deltochilrum pseudoparile, especies exclusivas de selvas pero de amplia distribucién en
Los Tuxtlas (véase més adel ante).

En los cuadros 2 y 3 se presentan los primers que resultaron ser polimérficos para tres de las cuatro
especies que se analizaron. Se estableci6 un criterio de calidad de los resultados obtenidos con

cada primer, de formatal que los que se analizaron finalmente fueron aquellos en los que las bandas
se definieron claramente y ademas fueron primers claramente polimérficos.

A continuacion se presentan los sitios por especie que se pudieron analizar con la técnica de
RAPD. Los nimeros de zona son los mismos que los de lafigura 1l y del cuadro 1. Paratodas las

especies se tratdé de mantener el mismo ndmero de gjemplares analizados por sitio para hacer

una comparacion mas precisa, aungque no siempre se logré esto.

NO. DE LOCALIDAD Canthon Canthidium Coprophaneus
ZONA cyanellus centrale tellamon

5 Cerro Megallo

8 Cerro El Gallo x

16 Pipiapan X X

18 Cabaiadd Tigrex

19 BarrancaMagallanes  x

2 Acahud Simplicio X
29 Acahua Canul X

A Estacién Bioldgica X X
K3} Rancho BuenaViga X
37 Acahua Gpe. Victoria  x
38 SelvaGpe. Victoria X

40 Coyamex

Las distancias en metros entre los sitios de muestreo para cada especie se presenta en el
Apéndice 3,A,B,C. La precison de estos datos es de = 10 metros y fueron obtenidos del Sistema de
Informacion Geografico de la region de Los Tuxtlas, por la Fis. Rosario Landgrave del Instituto
deEcologia, A.C.

Las especies mgor representadas fueron Canthidium centrale y Coprophanaeus telamon; sin

embargo, los sitios en los que se encontraron gjemplares de C. cyanellus, permitieron también tener una buena



idea de la variabilidad genética intrapoblacional e interpoblacional de esta especie. El caso de D.
pseudoparile fue muy desafortunado, ya que se colectd practicamente en los mismo sitios de G centrale,
pero no se pudieron encontrar primers polimorficos, esto podria tener una explicacion biologica (véase
resultados). Como se comentd en d informe niimero dos de este proyecto, las fuertes [luvias durante el periodo
de estudio afectaron la actividad general del grupo de escarabajos copronecréfago estudiado, 1o que
dificulté la captura 'y € traslado de los gjemplares a laboratorio para su posterior anélisis. Ademas,
durante el desarrollo de proyecto se fueron cambiando las especies a estudiar debido a que nos se
encontraban las que originamente se habian propuesto, lo que provocd que no se tuvieran todos los
ejemplares deseados para el andlisis. Cabe comentar aqui, que otro problema que se nos present6 fue
la falla del termociclador en el mejor momento del trabajo de laboratorio. Esto provocd que se
buscara efectuar los andlisis en otro aparato, pero aunque se efectuaron muchas pruebas, no se
pudieron reproducir los resultados ya obtenidos, por 1o que tuvimos que esperar, en el Ultimo periodo
del proyecto, el termociclador parareiniciar los andlisis, ya con un presupuesto muy limitado. Todo esto
fue oportunamente comunicado a la CONABIO. A pesar de todos estos problemas, consideramos que los
resultados obtenidos fueron muy buenos.

. Para probar los tres modelos poblacionales (aislamiento por distancia, salto en piedra o
panmictico) se efectuaron los siguientes andlisis:

Las bandas o marcadores RAPD se registraron como datos de presencialausencia con lo que se
construyd para cada especie una matriz de datos binarios (Apéndices 2A,B,C)_ Para estudiar la
variacion de los individuos de cada poblacion, a cada matriz se le aplico el indice de Jaccard, F =
M.4JM-Nt,), donde M., representae nimero de bandas compartidas entre los pares de poblaciones, M, es

el nimero total de bandas en lamatriz de datosy ™*°

es el nimero de bandas en las distintas comparaciones
pareadas. La matriz resultado de aplicar € indice de Jaccard fue transformada a una matriz de distancias
euclideanas con el objeto de comparar las poblaciones. Con esta matriz se efectu6 un andlisis
molecular de la varianza (Excoffier et al., 1992), lo que dio la varianza dentro de las poblaciones
(exclusiva de las poblaciones) y la varianza entre poblaciones (la que comparten las poblaciones). Se
obtuvo el estadistico PHI, conocido como FST global . Si el valor de FST global es cero tendremos

panmixia, es decir, todas las poblaciones son similares desde el punto de vista



genético, por lo que la variacién entre poblaciones debe ser del 100%, por lo que la variacion
dentro de las poblaciones va a ser cero. Si FST es igual a 1 las poblaciones estaran totalmente
aisladas, subdivididas, por lo que la varianza dentro de las poblaciones serd igual a 100% y la varianza
entre

poblaciones serd cero.

B flyjo génico 0 nimao de migrantes por generadidn (Nam), se despejo a partir de la formula FST = 11(1+
4Nem (n/n-1), en donde nl(n-1) es un factor de correccién cuando se tienen pocas poblaciones.
Valores de Nem arriba de 1 reflgjan un flujo génico importante, o que promoveria panmixia, valores
por debajo de 1 implican la eventual subdivisién de las poblaciones por falta de flujo. Con las FST's
pareadas se construyd una matriz de distancias interpoblacional. Con esta matriz y utilizando € indice de
coancedrig, se obtuvo un dendrograma de distancias interpoblacionales con el método de agrupacion del
vecino mas cercano. El dendrograma, nos permitié ver la relacion entre las poblaciones, que fue
analizado en un contexto espacial, ya que conocemos las distancias geograficas entre los sitios
estudiados (véase apéndices 3A,B,C). Un andlisis de componentes principales de sitios (ACP), a
partir de la matriz de las FST's pareadas nos permitié analizar también la relacion entre poblaciones.
Finalmente, se obtuvo la correlacion entre la distancia genética y la distancia geogréafica con la prueba
de Mantel después de 1000 permutaciones. Si hubiera una relacion entre distancia geogréfica y distancia
genética, estamos ante un modelo de aislamiento por distancia; si la recta fuera paralela a gje de las x
estariamos ante un modelo de panmixia. Finalmente, si la relacién fuera de 0.5 indicaria que
estamos ante la presencia de un modelo de salto en piedra, en donde las poblaciones vecinas mas
proximas se estarian conectando, pero no las lejanas. Con toda esta informacion, fue redundante sacar €l

indice de diversidad de Shannon, por lo que se descart6 en este andlisis.



RESULTADOS NIVEL GENETICO Canthidium centrale

El indice de Jaccard mostré (Fig. 2) que los individuos en general se agruparon por sitios,
aungue algunos individuos se mezclaron entre las poblaciones. Esta variacion fue absorbida en los
siguientes analisis en los que los individuos de cada poblacién fueron agrupados a cada sitio. EI AMO VA
dio una varianza entre poblaciones del 20.60°1% y una varianza dentro de poblaciones del 79.4%. Es decir un
20.60% de la varianza genética es compartida entre las poblaciones, y el resto de la varianza
(79.4%) es exclusiva de las poblaciones. El hecho de que aproximadamente un 80% de la varianza sea
exclusiva de las poblaciones, sugiere que las poblaciones de Canthidium centrale actualmente estan
guedando aisladas, posiblemente debido a efecto de la fragmentacion, aunque hay que hacer mas estudios
(véanse recomendaciones més adelante) para poder afirmar com mayor certeza esto. Por otra parte, €
que un 20% de la variacion genética provenga de las diferentes poblaciones sugiere que Canthidium centrale
ha compartido, desde una perspectiva histérica, un porcentagje de variacion genética entre sus
poblaciones en la regién de Los Tuxtlas. ElI valor de FST fue de 0.26, significativamente
diferente de cero (p< 0.001), lo que reflgja los resultados del AMO VA, eindica que las poblaciones estan
actualmente estructuradas, pero que todavia comparten cierta similaridad genética (aprox. 20%).

El Nem (nimero de migrantes por poblacién) fue de 0.76, menor a uno, lo que reflgja también que
las poblaciones pueden estar estructuradas y que hay un flujo reducido entre ellas. En el
dendrograma obtenido con el coeficiente de coancestria (Fig. 3) se observa que las poblaciones mas
algjadas geogréficamente [Estacion (34) y Victoria (38)] son las mas extremas en el dendrograma.
Buena Vigta (35), Coyame (40) y los cerros Megallo (5) y e Gallo (8) forman un grupo muy similar, lo
gue habla de una cierta continuidad genética entre estos sitios, que geograficamente estan en linea, justo
entre el cinturdn de vegetacion que une al Volcan San Martin Tuxtlay a la Sierra de Santa Marta
(véase Fig. 1). Esto reflgja la posible continuidad genética que hubo en el pasado, cuando la selvade la
regién era también un continuo de vegetacion, Pipiapan (16) que es parte de este corredor, pero préximo a
la Sierra de Santa Marta, se unié alas poblaciones de esta sierra[Acahua Canul (29), Magdlanes (21) y Selva
Victoria (38)]. Unavez mas, esto sugiere una continuidad entre poblaciones en un tiempo pretérito.

El ACP de sitios (Fig. 4) muestra claramente como las poblaciones del corredor San MartinSanta
Marta [Megallo (5), El Gdllo (8), Buena Vista (35), Pipapan (16) y Coyame (40)] formaron un grupo,
gue se relacionan con el Acahual Canul (29) de la Sierra de Santa Marta. La Estacion (34) queda otra vez
aidada y los sitios restantes de la zona del Santa Marta forman grupos independientes. Finalmente no se
encontré una relacion entre la distancia genética y la distancia geografica con la prueba de Mantd (r =
0.13, Fig. 5) lo que apoya los datos ded AMO VA y de Nem de que se empieza a notar cierto aislamiento o



estructuracion de las poblaciones, pero que hubo cierta panmixia entre |las poblaciones histéricamente.

Coprophanaeus telamon corythus

El indice de Jaccard mostré también que los individuos en general se agruparon por sitios,
aunque algunos individuos se mezclaron entre las poblaciones (Fig. 6). EI AMO VA mostré que un
22.94% de la varianza genética es compartida entre las poblaciones, y el resto de la varianza
(77_06%) es exclusiva de las poblaciones. Esto sugiere que para Coprophanaeus telamon corythus a
igua para C anthidium centrale, sus poblaciones han compartido, desde una perspectiva historica, un
porcentaje de variacion genética entre sus poblaciones en laregion de Los Tuxtlas; sin embargo, el hecho
de que el 77% de la varianza sea exclusiva de las poblaciones sugiere que las poblaciones actualmente
estan quedando aisladas posiblemente debido al efecto de la fragmentacion. El valor de FST fue de 0.26
que refleja los resultados del AMOVA, e indica que las poblaciones todavia comparten cierta
similaridad genética.

El Nem (nGmero de migrantes por poblacion) fue de 0.538, 1o que indica un flujo reducido entre
las poblaciones. El dendrograma obtenido con € coeficiente de coancestria (Fig. 7) muestra que las
poblaciones méas extremas geograficamente [Estacion (34) y el Acachua Victoria (37)] son las més
alejadas en el dendrograma. El Acahual Victoria se une a su poblacién més cercana, el Acahual Simplicio
(22), y a su vez estas dos poblaciones se unen a Pipiapan, que esta en el corredor San Martin-Santa
Marta, 1o que indica también cierta continuidad genética de las poblaciones desde una perspectiva
histérica, que aln se conserva. Buena Vista (35), que esta en un sitio intermedio geograficamente se
une a grupo anterior, sugiriendo fuertemente esta continuidad de las poblaciones, que ahora empiezan a
fragmentarse. Claramente, el corredor San Martin-Santa Marta es un sitio estratégico de conservacion

para mantener € flujo génieo entre las poblaciones.

El ACP de sitios (Fig. 8) muestra que las poblaciones del corredor San Martin-Santa Marta
(Buena Vista y Pipapan) forman un grupo, que se relaciona con el Acahual Victoriay el Acahual
Simplicio de la Sierra de Santa Marta. La Estacion queda otra vez aidlada. Finalmente no se encontré una
relacion entre la distancia genética y la distancia geogréfica con la pruebade Mantel (Fig. 9); pero el valor der
= 0.33, es cercano a 0.5, lo que indica que podriamos estar ante un modelo de salto en piedra, con una
estructuracion en mosaico de las poblaciones, en donde cada una de €llas tiene méas posibilidades de
intercambiar su genes con las més proximas, aunque los valores del AMO VA y dd flujo génico
manifiestan que se empieza a notar cierto aislamiento de las poblaciones.



Canthon cyanellus cyanellus

El indice de Jaccard mostré también que los individuos en general se agruparon por sitios,
aungue algunos individuos se mezclaron entre las poblaciones (Fig. 10). El AMO VA mostré que un 25% de
la varianza genética es compartida entre las poblaciones, y € resto de la varianza (75.06%) es exclusiva de
las poblaciones. Esto sugiere que las poblaciones de Canthon cyanellus cyanellus d igual que las de las
otras especies estudiadas han compartido, desde una perspectiva histérica, un porcentaje de variacién
genética entre sus poblaciones en la region de Los Tuxtlas, sin embargo, el hecho de que el 75% de la
varianza sea exclusiva de las poblaciones sugiere que las poblaciones actualmente estdn quedando
aisladas posiblemente debido al efecto de la fragmentacién. El valor de FST fue de 0.249, lo que refleja
los resultados del AMO VA, e indica que las poblaciones todavia comparten cierta similaridad
genética.

El Nem (nimero de migrantes por poblacion) fue de 0.33, 1o que indica un flujo muy reducido entre
las poblaciones, pero como fueron pocas poblaciones estudiadas, estos resultados hay que tomarlos
con reserva. El dendrograma obtenido con el coeficiente de coancestria (Fig. 11) muestra que las
poblaciones méas extremas geogréaficamente [Estacion (34) y Acahual Simplicio (22)] son las mas aeadas
en d dendrograma: mientra que € Acahual Simplicio se une a su poblacién mas cercana, la selva El Tigre
(18), muy préxima a la Sierra de Santa Marta, pero del lado del corredor San Martin-Santa Marta
(véase Fig. 1), lo que indica también cierta continuidad genética de las Paoblaciones desde una
perspectiva histérica, que aln se conserva. Se vuelve a manifestar la importancia del corredor San
Martin-Santa Marta como un sitio estratégico de conservacién para mantener el flujo génico entre las
poblaciones.

El ACP de sitios (Fig. 12) con solo tres sitios es un poco dificil de interpreta, pero muestra a las
poblaciones aisladas, |0 que podria indicar un cierto aislamiento genético entre ella. Finamente la prueba
de Mantd (Fig. 13), dio un valor de r que definitivamente no se puede interpretalhasta que se tengan més

poblaciones de esta especie.

Conclusiones generales para las tres especies estudiadas

1) Las pobaciones de C(znthidium cantrale, Coprophanaezns telamon corythus y Canihon
cyanellus cyanellus reflgjan cierto aislamiento, con un flujo génico reducido entre las poblaciones.

2) Las poblaciones de las tres especies en la Region de Los Tuxtlas ain comparten un
porcentaje de variabilidad genética, 10 que sugiere que anteriormente, cuando la selva era un



continuo, habia mas intercambio genético entre las poblaciones de |o que ocurre actualmente.

3) Si se incrementa el aislamiento entre las poblaciones, atribuido en este trabajo a la
fragmentacion, el valor de FST disminuira, lo que provocara un menor flujo génico entre las
poblaciones y un mayor aislamiento genético entre ellas.

4) Todo parece indicar que las poblaciones de estas tres especie se comportaban como una
poblacién panmictica en Los Tuxtlas cuando la selva era un continuo de vegetacion en la region
(aunque en €l caso de Coprophanaeus telamon corythuse, 1a estructura poblacional podria ser del tipo sato
en piedra). Posiblemente esa continuidad poblaciona y genética se esta rompiendo actualmente y estamos
empezando a ver las consecuencias de la fragmentacién sobre estas especies, debido a que una parte
importante de la variacion genética se explica por la variacién dentro de poblaciones, y a que hay un flujo
génico reducido entre las poblaciones.

5) Es perentorio detener la fragmentacion de la selva en la region para conservar las
poblaciones en un buen estado de "salud genéticay ecoldgica'.

6) El corredor San Martin-Santa Marta es un sitio estratégico de conservacion para mantener el flujo
génico entre las poblaciones de los dos grandes macizos montafiosos, San Martin Tuxtla y, Santa
Marta. Todavia no hay suficiente informacion para la relacion entre Santa Marta y, San Martin Pajapan,
pero los Acahuales que ain quedan posiblemente estan funcionando como corredores, ya que se
agruparon tanto en los dendrogramas con el coeficiente de coancestriay en los gréficos de ordenacion
de sitios, lo que indica continuidad entre sus poblaciones.

7) Es iguamente importante continuar y profundizar este tipo de estudios para dar mejores

elementos de conservacién de la Regidn y en particular de la Reserva de la Biosfera "L os Tuxtas'.



NIVEL ECOLOGICO

En toda la region analizada se colectaron en total 44 especies de Scarabaeinae (Cuadro 4), ademas de
otras especies copréfagas y necréfagas de las sguientes familias Hybosorinae (2 especies) y Silphidae (1
especie). Especimenes de dos posibles especies de la familia Aphodidae fueron escasamente colectados, por
lo que se excluyeron del trabgjo. Favilay Diaz (1997) reportan 34 especies pertenecientes a la subfamilia
Scarabaeinae para la estacion de Biologia Tropical "Los Tuxtlas' de la UNAM, incluyendo las especies de
pastizales aledarios. Es decir que en este trabgjo se incrementa en un 22.73% € nlmero de especies para la
region. A pesar de esto, varias de las especies reportadas por Favilay Diaz (1997), no se colectaron durante
este trabajo, muy posiblemente porgue las lluvias afect la actividad de los escarabajos durante € periodo de
colectas. Estas especies fueron. Pseudocanthon perplexes (LeConte), Eurysternus angustulus (Harold),
Eurysternus mexicanus Harold, Sulcophanaees chryseicollis (Harold), y Canthidium ff perceptibile
Howdeny Young. El caso de las especies del genero Uroxys es digno de comentarse. De acuerdo a Favila
y Diaz (1997), basados en Morén (1979), existen en la Estacion de Biologia Tropical "Los
Tuxtlas" Uroxys boneti Pereira y Hdffter y Uroxys bidentis Howden y Young; sin embargo, durante el
estudio de este proyecto se encontré que en redidad Uroxys es un conjunto de cuatro especies, tres de las
cuales alin no han sido descritas y nombradas agui Uroxys p. 1, Uroxys sp. 2 y Uroxys . 3, ademés de que s2
encontrd a U. transersifrons (Cuadros 4 y 5). Es decir, de dos especies de Uroxys pasamos a 4 especies
encontradas en la region de Los Tuxtlas. Mordn y Blackaler (1997) reportan ademéas a Eurysternus velutinnus
Baes y a Onthophagus nasicornis Harold para la Estacion de Biologia Tropica "Los Tuxtlas'. De esta
forma, podemos considerar que en laregién de Los Tuxtlas hay unas 51 especies de la familia Scarabaeinee.
Esta estimacidn coincide con € dato del indice MMMean para toda la region (Cuadro 6), que arrojo un valor
de cerca de 51 especies copro-necréfagas, después de haber corrido el programa EstimateS (Colwell, 1997)
parala matriz de todos | os sitios estudiados y todas las colectas efectuadas. Considero, por mi experiencia, que
bien podrian encontrarse conservadoramente hablando, unas cinco nuevas especies en la region con un
muestreo mas intensivo. Scatimus ovatus es un nuevo registro para Los Tuxtlas, y esto se debe a que
se colect6 en bosgue meséfilo de montafia o en sitios préoximos al bosque mesdfilo de
montafia Andlisis de sitios

En & cuadro 5 se presenta la matriz de presencia ausencia de las especies en cada uno de los sitios
mejor maestreados. Los tipos de vegetacion muestreados fueron: bosque meséfilo de montafia, encinal,
selva alta perennifolia, selva mediana perennifoliay sus correspondientes acahuales y pastizales. Los sitios
mejor colectados se agruparon por tipo de vegetacion y tamafio de |os fragmentos estudiados para empezar
a entender megjor € sistema estudiado. Con base en los tipos de vegetacion y tamafios de fragmentos se
agruparon alas selvas y alos acahuales y para cada sitio se efectuaron corridas en €l programa EstimateS

para evaluar €l esfuerzo de captura en cada uno de ellos, incluyendo sus pastizales préximos (Cuadro 6).



L os tamarfios de las selvas fueron: G = mas de 500 hectareas; M = entre 100 y 300 hectéareas, CH = 60-90
hectareas, F = menos de 40 hectéreas Para los sitios de las selvas medianas grandes y utilizando
Unicamente en la mayoria de los casos el valor de MMMean se logré capturar aproximadamente el 63.5%
de las especies esperadas, esto fue debido a que este conjunto de sitios se encontraba en la zona |l (Santa
Marta-San Martin Pajapan, que llamaremos aqui Pajapan), que como ya se explico, no se pudo muestrear
tan fuerte como los sitios de la zona 1. En los sitios de las selvas medianas de tamafio intermedio se logré
capturar el 78% de las especies potencialmente presentes en estos tipos de ambientes. En los sitios de
colecta de las selvas medianas chicas logramos un 80.41% de eficiencia. En los fragmentos de selva
mediana un 53%, pero este resultado debe de ser tomado con reserva, ya que son sitios muy pequefios
(menos de 10 hectéareas), por 1o que es dificil pensar que alberguen una gran cantidad de especies. Sin
embargo, hay que reconocer, que por estar en la zona Il, estén realmente submuestreados. Para el caso de
los sitios de las selva altas grandes, medianas y chicas se logrd una eficiencia de muestreo que oscilé en un
80%, lo que manifiesta que esto sitios fueron mejor muestreados a estar en lazonal de trabajo.

En e cuadro 7 se presentan las especies mas importantes de acuerdo a su abundanciarelativay asu
biomasa para cada sitio, siguiendo la clasificacidn de selvas, acahualesy pastizales del cuadro 6. Auque se
observa cierta heterogeneidad en las especies importantes de cada sitio para las selvas medianas grandes
(més de 500 hectéreas), Deltochilum pseudoparile y las dos especies de Coprohanaeus son las més
importantes en términos generales, tanto por su abundancia relativa como por su biomasa. Es importante
mencionar que Coprophanaeus telamon corythus fue considerada en este proyecto como una de las
especies a analizar desde el punto de vista genético, debido a su amplia distribucién en zonas tropicales
(Hdffter, Favilay Arelano, 1995). Sin embargo, en 1997, la especie es descompuesta en dos especies,
Coprphanaeus telamon corythus y Coprophanaeus gilli. Es decir, que si esto no se hubiera hecho, en
este momento estariamos hablando de s6lo una especie en los andlisis y no de dos como ahora
estamos haciéndolo. Yo considero, que la separacion de la especie original en dos nuevas especies no es
clara y que se requieren mas estudios taxondémicos y ecolégicos para tener una conclusion mas
satisfactoria. Si fuera el caso de que existan las dos especies, ambas podrian servir para estudios de
competencia, ya que son practicamente lo mismo y coexisten en muchos microhabitats de Los
Tuxtlas. En los sitios de selvas altas grandes, una vez mas, D. pseudoparile es muy importante, junto
con Canthidium centrale, ambas fueron una gran sorpresa en este proyecto, por su amplia distribucién
en la regién, pero limitada a selvas. Esta situacion fue la razén por la que se cambiaron las especies a
estudiar desde € punto de vista genético. Las especies importantes, aunque van variando en cada sitio
del resto de las selvas, generalmente son D. pseudoparile y Canthidium centrale. El asunto cambia
cuando se analiza a las selvas de menos de 40 hectareas en donde, aunque se mantienen C. centrale y C.

relaman como especies dominantes en la mayoria de €ellas, hay una mayor heterogeneidad de especies



importantes, esto es todavia més claro en los acahuales pequefios de la region de Pajapan. Esto sugiere
gue los fragmentos pequefios de selva son los sistemas mas inestables; sin embargo estudiarlos
aisladamente, por el momento fue dificil.

Para tratar de entender mejor el comportamiento de esta diversidad de sitios, se efectué un
clasificacion de dichos sitios en funcién de sus especies por medio de un andlisis divisivo de la
informacion (Ezcurray Equihua, 1984 ). La figura 14 muestra ocho grupos de sitios, con las especies que
definieron cada agrupacion. El grupo | estuvo conformado principalmente por acahuales menores de 10
hectareas y sus pastizales aledafios de la regién de Pajapan (sitios 21, 23, 27, 29, 31,43), aunque
incluye a un pastizal del corredor San Martin-Santa Marta (sitio 44). Ademés, estén en este grupo el
bosque mesofilo de montaia (sitio 13) y el encinal cercano a este bosque (sito 42). Seguramente s
se hubieran formado mas grupos estos dos Ultimos sitios hubieran quedado separados del grupo 1, El grupo
11 esta formado por pastizales (20 y 24) de la zona de Santa Marta; asi que podemos considerar a
estos dos grupos de la clasificacién (1 y 11) como un conjunto casi exclusivo de acahual es pequefios y
sus pastizales correspondientes de la regién de Pajapan (véase figura 1, y cuadro 1). El grupo Il esta
formado précticamente por pastizales del San Martin Tuxtla (sitios: 4, 5, 7, 11, 41); € stio 36 forma parte
de este conjunto y es un pastizal més préximo ala sierra de Santa Marta. En esencia, el grupo 1, I, y 111,
estd conformado en su mayoria por acahuales pequefios y pastizales. Se observa una diferencia entre
pastizales de lazona del San Martin Tuxtlay de laregion de Pgjapan, aunque hay una mezcla de ambos en los
grupos formados. Onthophagus landolti esla especie que separd alos pastizales y acahuales de cada region.
Esta especie serviria como indicadora para los pastizales del San Martin Tuxtla. El otro gran grupo de sitiosva
del IV d VI, y se caracteriza por agrupar selvas grandes, medianas y chicas de acuerdo a nuestra
clasificacion. La especie que separa a las selvas de los pagtizales y los acahuaes muy pequefios es
Deltochilum pseudoparile, una especie, que ya vimos es dominante en los diferentes tipos de selva. El
grupo |V esta formado en su gran mayoria por sitios de selvas o acahuales chicos (sitios: 6, 9,17,22 aungue
incluye selvas de fragmentos grandes de vegetacion (sitios 32, y 30). Lo que es importante hacer nota aqui es
gue la agrupacion es més difusa y abarca sitios dd San Martin Tuxtla (6, 9, 32), del corredor San Martin-
Santa Marta (17) y de lazona de Pajapan (22, 30). El grupo V estaformado por dos sitios antagonicos, el 33
gue es un bosgue mesofilo (pero que forma parte de la reserva de "Los Tuxtlas' de la UNAM, y tiene
elementos de selva) y @ 19 que es un acahua pequefio de la zona de Pajapan. Una vez mas, las selvas
muestran un comportamiento difuso de agrupacion. Los grupos restantes (VI a VIII) estén caracterizados
por Coprophanaeus gilli, El grupo VI eslasdvadelaresavra”Los TuxtlasdelaUNAM (sitio 34). El grupo
Vil, es una vez més un conjunto heterogéneo de selvas, que van desde € San Martin Tuxtla (12 y 8), hastala
Sierrade Santa Marta (38), pasando por €l corredor San Martin-Santa Marta (18, 35, 40). El dltimo grupo, €
VIl estéaformado por selvas del Volcan San Martin Pgjapan (28 'y 25).



De esta forma, podemos concluir que las selvas y acahuales grandes, medianos y chicos, de acuerdo a
nuestro criterio, forman un conjunto difuso de vegetacion paralos Scarabaeinae por donde han podido transitar
libremente, aunque seguramente hay especies muy restringidas a ciertos microambientes. Estos resultados
apoyan las conclusiones de los estudios genéticos, en donde se propone que las poblaciones estaban
antiguamente distribuidas por toda la region de Los Tuxtlas, pero que ya empieza a notarse los efectos de la
fragmentacion sobre € flujo de las poblaciones! Asi mismo, |os resultados de este apartado también ponen
de manifiesto la importancia del corredor San Martin-Santa Marta en e mantenimiento de este flujo
poblacional y en la continuidad de las selvas de Los Tuxtlas. Los fragmentos de selva pequefios son dtamente
inestables y abergan una mezcla de especies de selvas y padtizales, pero podrian ser importantes como
corredores para algunas especies. Se requieren mas estudios para poder entender mejor € funcionamiento, y la

posiblefuncién de estos microambientes para el mantenimiento de la biodiversidad.

Andlisis por tipos de vegetacion

Con esta informacion se efectué un andlisis agrupando a los sitios de los diferentes tipos de
vegetacion; esto se decidid, ya que todo parece indicar que hay una mezcla de especies en las
diferentes selvas estudiadas. De esta forma, se agruparon |os sitios de selvas altas y medianas en los
tamafios previamente dichos: G = mas de 500 hectareas; M = entre 100 y 300 hectareas; CH = 60-90
hectareas, F = menos de 40 hectéareas. Los sitios de los pastizales se agruparon en un solo blogue. Para
cadatipo de selva se analizo su eficiencia de muestreo (Cuadro 8), y se encontrd que se colecto entre € 86
%y el 94'/n de las especies esperadas en précticamente todos |os tipos de vegetacion, con excepcion de los
fragmentos de selva mediana que son los mas pequefios y que en e andlisis de sitios también mostraron ser
los menos muestreados. Esto nos indica, una vez mas que estos sitios son atamente inestables y que
aungue hay problemas de muestreo, se observan patrones extrafios, ya que de acuerdo a estimador MMMean,
se esperaria encontrar unas 30 especies en los fragmentos de selva media (que en particular son de menos
de 10 hectareas), lo cual es muy dificil de aceptar. La interpretacion, podria ser més bien que estéan
reflegjando su condicion de inestabilidad, ya que en estos sitios se mezclan especies de selva con especies
de zonas abiertas como los pastizales. Se observa también en el cuadro 8 que el nimero de especies
colectadas disminuy6 de las selvas grandes a las chicas entre un 15% a un 25%, inclusive para€l caso de
las selvas medianas lareduccion de las selvas grandes a las de tamafio intermedio es del 33%.

La figura 15 muestra las curvas de importancia para los diferentes tipos de vegetacion,
utilizando como criterio de ordenacion la abundancia relativa y la biomasa. Se trataron de gjustar
estas curvas a algun tipo de modelo de abundancia-diversidad (Log-normal, Modelo de MacArthur o Vara
Partida 'y Serie Geométrica), pero no se encontrd ningun gjuste a estas distribuciones tegdricas, por 1o que

se describe solo su comportamiento gréfico. Para el caso de las curvas por abundancia relativa se



observa que a partir de aproximadamente la especie 10 de importancia, las pendientes de las curvas son
mayores conforme se pasa de selvas grandes a chicas (tanto para selvas altas como para selvas
medianas). Una tendencia similar, pero més atenuada se observa cuando se considera la biomasa (Fig.
15). Los fragmentos muestran un comportamiento similar al de las selvas para las curvas de
abundancia relativa, pero a considerar la biomasa se nota como difiere en su parte final a resto delas
selvas. Esta parte final de la selva representa a |las especies raras de |os acahuales pequefios, y como
la rareza es uno del los atributos principales de la biodiversidad, habria que estudiar mas a fondo

estas especies en trabajos futuros.

Las curvas de importancia para los pastizales (Fig. 15) se separaron por pastizales de altura
(pastizales cercanos al bosgue mesofilo) y 1o que aqui se definidé como pastizales de zonas medias, que
son €l resto de los pastizales que se encontraron entre 100 a 600 m s.n.m. El comportamiento de las
curvas de importancia de los pastizales medios es similar a de las selvas, 1o que coincide con lo
encontrado por Halffter, Favila y Halffter (1992) en selvas mexicanas. Esto se explica de la
siguiente forma. Al talarse la selva quedan zonas abiertas que son invadidas por aquellas pocas
especies gue son capaces de salir de la selva y que habitan principalmente en claros o en bordes de
selvas (op, cit.). Conforme pasa el tiempo y con la introduccién de ganado, Ilegan nuevos
colonizadores y en los pastizales viejos se observa una sustitucion de especies dominando,
obviamente, especies tropicales de zonas abiertas. Asi que con el tiempo se reestructura la
comunidad, y encontramos en estos ambientes un gremio bien conformado, que se manifiesta en
varios de sus atributos ecoldgicos, como es en este caso en su distribucion de especies por su
importancia relativa. Anexamoss la curva de importancia de especies para € pastizal de altura, ya que se
observa un comportamiento diferente, mas claramente observado en su curva por biomasa. La caida
tan fuerte de biomasa a partir de la especie 7, reflgja otra condicion ecolégica, que mas bien podria
estar relacionado al hecho de que en zonas altas solo unas pocas especies pueden sobrevivir y seran
sobredominantes, quedando el resto relegadas.

El cuadro 9 muestra las especies dominantes en cada tipo de vegetacion. Para las selvas altas y
medianas de tamafio grande y medio, la tendencia es que D, pseudoparile y las dos especies de
Coprophanaeus sean las més importantes por abundancia relativa y por biomasa. Para las selva chicas las
cosas empiezan a cambiar, ya que hay otras especies que dominan, principalmente por su
abundancia; tal es el caso de Canthidium sp.1 y Uroxys sp 3., inclusive Uroxys sp. 1 por su
abundancia relativa es muy importante en las selvas medianas de tamafios grandes. Asi mismo,
Canthidium centrale, es dominante en algunas de las selvas. La historia de los fragmentos es

diferente, en los fragmentos de selvas atas dominan C. centrale y Uroxys sp. 3 por su abundancia



relativa, y por biomasa Dicholomius colonicus y Copris sallei. En el caso de los fragmentos de las
selvas medianas las especies dominantes por su abundancia relativa son C: anthon euryscelis,
Canthidium sp. 1, y por biomas C, telamon y Dichotomus satanas. Estos resultados son muy
interesantes ya que Dichotomius colonicus es una especie oportunista de zonas abiertas y de amplia
distribucion en el tropico mexicano (Halffter, Favila y Halffer, 1992), mientras que Canthon
euryscellis es una especie exclusiva de selvas (Favilay Diaz, 1997). Es decir en los fragmentospueden
dominar, ya sea por abundancia relativa o por biomasa, especies de ambientes antagénicos, las selvas o
los pastizales. Lo que muestra una vez mas el carécter altamente inestable, pero mas altamente
interesante, de este tipo de vegetacion.

Se compararon las curvas de importancia para selvas atas y medianas en su conjunto para ver s
mostraban diferencias entre si y con el pastizal. En la figura 16 se observa que las curvas de ambas selvas
tienen un comportamiento similar, lo que indica que muy probablemente para |os escarabajos ambos tipos
de sdlvas representan en general un continuo de vegetacion en donde viven y transitan. Los pastizales,
por su abundancia relativa no se distinguen mucho de las selvas, empero, por su biomasa se
observa otro patrén para las especies de menor abundancia, ya que la biomasa de las especies mas
raras tiende a caer stbitamente en la parte Ultima de la curva. En las selvas altas y medias en generd
dominan por su abundancia relativa Canthidium sp. 1 y D. pseudoparile, mientras que por biomasa las
especies importantes son las dos especies de Cs oprophanaeus y Copris sallei (Cuadro 9), lo que
pone de manifiesto que para los escarabajos ambos tipos de vegetacion son un continuo. Si esto es asi,
gué especies dominan en general en la selva de los Tuxtlas? De acuerdo a nuestros resultados, por su
abundancia relativa son Deltochilum pseudoparile y C anthidium sp.1, y por biomasa Coprohanaeus
gilli y Coprophanaeus telamon.

La comparacion entre selvas y pastizales en su conjunto se hace en la figura 16, y se observa
claramente como las selvas en su conjunto tienen mas especies que los pastizales, y tienen un
comportamiento que se asemeja mas a una distribucion normal que los pastizales, en donde se ve

como hay una pendiente muy pronunciada de su curva por biomasa.

Andlisis del gremio

Se comparé la proporciéon de especies cavadoras y rodadoras, de especies coprofagas y
necréfagas, y de especies nocturnas y diurnas, para los diferentes tipos de vegetacion analizados. En
términos generales, para los tres atributos del gremio se encontrd que aproximadamente € 80% de las
especies fueron cavadoras, copréfagas y nocturnas. No se encontraron diferencias significativas entre
selvas y pastizales en cada uno de los atributos estudiados, por 1o que o Unico que se puede decir es

gue estos atributos no variaron de un tipo de vegetacion a otro, incluyendo |os pastizales, auque las



especies fueron diferentes.

Analisis espacial

Se realizd un andisis de componentes principaes para los sitios tomando como atributo de cada sitio
las especies (Fig. 178) y los pardmetros ambientales tomados durante este proyecto. El andisis de Sitios por
epecies separd a las selvas de los padtizales claramente, quedando los acahuales inmersos, principalmente en
las selvas, aunque algunos se mezclaron con los pastizales. El bosgue mesifilo y € entinar quedaron en una
posicién un tanto ambigua, pero en estos sitios se colectaron pocas especies, por o que no se comenta
nada aqui al respecto. Las especies que definen por sus cargas, la agrupacion de sdvas fueron
Canhidium centrale, U. pseudoparile t: anthon morsei, todas especies exclusivas de selvas. Las especies
asociadas a los pastizales fueron Canthidium aff, puncticole, Canthon indigaceus y Coprophanaeus gilli.
Las dos primeras especies son tipicas de pagtizales y la Ultima es una gran oportunista, como se ha visto en este
trabajo. Lostres primeros g es explicaron € 46% de lavarianzatota delosdatos.

El andisis de componentes principaes de los sitios por sus parametros ambientaes (Fig. 17b), también
separd alas selvas y los acahuales de los pastizales. Los tres primeros ges explicaron el 72 % de la varianza
total de los datos. Luminosidades altas, mayores velocidades del viento, mayor compactacion del suelo y
humedad baja del suelo separaron los padtizales de las selva en € ge 1. Mientras que la temperatura del
ambiente separ6 alos sitios para € ge dos. Esto se relaciona con la microdistribucion de las especies, ya que
las especies de selva viven en ambientes més himedos, menos luminosos, y con temperaturas del suelo més
bajas y suelos menos compactados que en los pastizales. Al fragmentarse |a selva estos factores tienden a
incrementarse, 1o que afecta draméicamente la sobrevivencia de las especies de sdva. El conocer los
requerimientos basicos para la sobrevivencia de las especies de selva es un aspecto fundamental para poder
protegerlas. Estaes un areadel conocimiento que debe ser profundizada en este grupo de insectos.

Bosque mesdilo y encinal

durante este trabajo, se colectd sistematicamente en el bosgue meséfilo de montafia del volcan
San Martin Tuxtla. Consideré que este tipo de vegetacion también deberia de ser considerado en e andisis. Sin
embargo, encontramos s0lo 7 especies de unas 11 0 mas que podria tener € bosque mesifilo (Cuadro 6). Las
especies mas importantes por su abundancia relativa fueron ('anthidium sp. 1 y Coprophanaeus gilli y por su
biomasa Coprophanaeus gilli y Coprphanaeus telamon, o que coincide con las selvas andlizadas; asi que,

por e momento generalizamos nuestras conclusiones de



las selvas a bosgue mesofilo, aungue se requiere de un mayor esfuerzo de captura para poder sacar
conclusiones mas robugtas. La Perla (sitio 33), es también un bosque mesiflo, pero por estar amenor dtitud y por
formar parte de la Reserva de "Los Tuxtlas' de la UNAM, seguramente es una zona de transicion entre la
sdlvadtay e bosgue mesdfilo. En € encina sdlo se colectd a Nicrophorrus olidus un representante de
la familia Silphidae. Se incorpor6 al estudio porque representa una sustitucion de especies en un vacio
ecolégico dejado por los Scarabaeinae en este sitio. Nunca pudimos colectar representantes de la
subfamilia Scarabaeinae en el encinal.

Conclusiones parad andisis ecolégico

1) Laregion de Los Tuxtlas conserva a menos 47 especies de escarabgjos copra-necréfagos tipicos de
selvas. Estas especies se encuentran distribuidas entre los grandes manchones de selva que quedan en los
Volcanes San Martin Tuxtla, Santa Marta, y San Martin Pajapan, asi corno en fragmentos de
selva de diferente tamafio en el corredor San Martin-Santa Marta, y en acahuales pequefios entre la
sierrade Santa Martay el San Martin Pajapan.

2) Hay una pérdida de especies conforme se van reduciendo los fragmentos de vegetacion, y una
sustitucién de especies importantes cuando los fragmentos son chicos (menores de 40 hectareas), o
muy pequefios (menores de 10 hectéreas).

3) Los fragmentos pequefios sirven como refugio de algunas especies de selva, pero también son
invadidos por especies de pastizales. Estos fragmentos podrian servir como corredores para los escarabgos y
para otros organismos, por |0 que es muy importante estudiar su dindmica temporal y espacial, para poder
evaluar cud es € tamafio y la forma més conveniente para que funcionen como resguardo y via de paso
para especies de selva.

4) Aungue los fragmentos chicos y medianos, conservan un buen nimero de especies, es mejor
tratar de unir estos fragmentos para que haya continuidad entre ellos, lo que mantendra en buen estado a las
poblaciones en su conjunto.

5) El corredor San Martin-Santa Marta, es un sitio estratégico de conservacion para mantener esta
continuidad de la selva de la region de Los Tuxtlas, que existié en el pasado, y que de alguna forma,
paralos escarabaj os copro-necréfagos alin se mantiene, pero en un estado cadavez mas frégil.

6) Los escarabgjos copro-necréfagos de selvas tienen requerimientos ecoldgicos y ambientales muy
estrictos, a destruir la selva estos requerimientos se pierden, 1o que afecta la sobrevivencia de las

poblaciones,



CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES GENERALES

La selva de los Tuxtlas ha representado un continuo de vegetacion para los escarabajos
copronecrofagos. Las poblaciones seguramente transitaban por todo este mar de vegetacion, cuando alin
no se fragmentaba draméticamente la selva. Esta continuidad se ve aln reflejada por la distribucion actual
de muchas de sus especies, aunque, algunas desde siempre han de haber tenido distribuciones restringidas
aln dentro de la selva

Los estudios genéticos y ecologicos sugieren que las poblaciones intercambiaban informacion
genética en el pasado, pero actualmente se estdn empezando a aislar, ya que los estudios genéticos
aqui efectuados indican que hay un porcentgje importante de la variabilidad genética que es exclusiva de
las poblaciones analizadas para cada especie.

Fragmentos de vegetacion minimos de 90 o més hectareas conservan una buena proporcion de las
especies de sdlvas, pero es mgor que se tengan fragmentos més grandes y que estén conectados para
conservar en buen estado ecolégico y genético a las poblaciones de escarabajos copra
necréfagos. Se requieren mas estudios para saber que pasa con otros grupos de organi smos.

El corredor San Martin-Santa Marta, surge como un &rea prioritaria de conservaciéon para
mantenerlo como puente de unién entre las poblaciones del San Martin Tuxtlay la Sierra de Santa Marta.
No se sabe aln que tan conectadas estan |as poblaciones de la sierra de Santa Martay dd San Martin Pajapan.
Hay gque hacer mas estudios.

Este trabajo no hace més que asomarse ala punta del iceberg. Se requiere continuar con estos estudios
para dar mas elementos de conservacion de la zona. Estudios comparativos con selvas bien conservadas

son urgentes.
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Figura 1. Sitios de colecta de escarabajos en laregion de Los Tuxtlas. Los nimeros corresponden a los del cuadro 1.
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CUADROS



Cuadro 1 Localidades muestreadas durante el desarrollo del proyecto en laregién de Los Tuxtlas, En la primera columna estan 1os nimeros
consecutivos de cada sitio segin se fueron registrando en e trabgjo de campo. Algunos sitios solo se visitaron una vez, por 1o que no se incluyen.

Precision del GPS j- 100 m.

No. Localidad Municipios A(litglsld Lat-gdo Tat-min Lat-seg Long-gdoLong-min Long-seg ’;\;ﬁi a] Tipo de Vegetacion

4 Predio Chininan San Andrés Tuxtla 60 18 31 231 93 10 34 Pastizal de Bosgue Mesofilo

3 Cerro Megallo San Andrés Tuxtla 870 18 29 56.4 95 9 494 30 Acahual de Sefva Alta Perennifolia
6 Cerro Sonpaso San Andrés Tuxtla 640 18 29 12.5 95 9 27.6 40 Selva Alta Perennitolia

7 Pastizal Velasco San Andrés Tuxtla 720 I8 29 %7 93 9 357 Pastizal de Selva Alta Perennifolia
8  Cerre El Gullo Catemaco 810 13 29 322 93 G 13.2 280 Selva Alta Perennifolia

9 Acahual Cortez Catemace 790 1% 29 26.1 95 6 12.8 90 Acahual de Selva Alta Perennifolia
11 Pastizal Cortez Catemaco 720 18 29 232 93 & 14.4 Pastizal de Selva Alta Perennifolie
12 Cerro Jegal Catemaco 720 18 29 19.6 95 & 102 60 Selva Mediana Perennifolia

13 Ruiz Cortinez San Andrés Toxtla 1020 18 31 247 95 8 40.5 4440 Acahual de Bosgue Mesofilo de

16 Pipiapan Catemuco 360 18 27 336 93 2 41.6 510 Sclva Mediana Perennifolia

17  Nancivaga Catemaco 150 i3 26 508 93 4 6.7 80 Selva Mediana Perennilolia

i% LaCabafia del Tigre Catemaco 300 18 25 86 95 0 59 230 Selva Mediana Perennitolia

19 Barranca Magallanes  Tatabwicapan 60 18 22 347 94 46 7.3 1 Selva Mediana Perennitolia

20 Pastizal Magatlanes Tatzhuicapan 90 18 22 34.5 04 26 6.4 Pastizal de Selva Mediana

2} Acahual Magallanes Tatahuicapan 210 18 2 57 94 46 294 3 Acahual de Selva Mediana

22 Acabual Simplicio | Tatabuicapan 270 I8 22 12.8 94 43 43.0 2 Acahual de Selva Mediana

23 Acahual Simplicio I Tatahuicapan 240 18 22 32 94 45 498 2 Acahual de Selva Mediana

24 Pastizal Simplicio Tatahuicapan 380 18 22 63 94 43 47.8 Pastizal de Selva Mediuna

25 San Martin Pajapan Mecayapan 660 18 18 47.1 94 43 21 1840  Selva Mediana Perennifolia

27 Pastizal Pajapan Mecayapan 570 18 I8 439 94 44 53.2 Pastizal de Selva Mediana

2% Barranca Pajapan Mecayapan 360 18 i8 48.1 94 45 208 1840  Selva Mediana Perennifolia

29 Acahual Canul Mecavapan 240 18 19 0.4 94 45 47.5 7 Acahual de Selva Mediana

30 Selva La Valentina Mecayapan 480 18 19 3506 94 44 16.7 1840  Selva Mcediana Perennifolia

31 Pastizat La Valentina ~ Mecayapan 480 18 19 36.5 94 44 17.7 *astizal de Selva Mediana

32 Lézaro Cardenas San Andrés Tuxila 270 18 34 353 93 5 274 360  Selva Alta Perennifolia

33 LaPerla de San Martin - San Andrés Tuxtla 810 18 33 388 g5 7 301 560 Bosgue Meséfilo de Montafia

34 Estacion Biologica San Andrés Tuxtla 180 18 35 18 935 4 R 56dt  Selva Alta Perennifolia

35 Cerro Buena Vista Catcmaco 340 i8 28 345 93 4 13.1 156 Selva Ala

36 Pastizal Tigre Catemaco 330 18 23 39.2 93 0 9.2 Tastizal de Selva Alta

37  Acahval Gpe. Victoria  Tatahuicapan 750 18 21 51.) 94 48 203 i35 Acahual de Selva Mediana

38 Selva Gpe. Victona ‘Taiahuicapan 750 18 21 324 94 48 58.5 14488 Selva Mediana Perennifolia

40 Cerro Coyume Catemace 480 18 20 16.6 95 1 24.2 87  Selva Mediana Peremnifolia

41 Pustizal Megullo San Andrés Tuxila 870 I8 29 36.4 93 9 49.4 30 Pastizal de Selva Alta Perennifolia
42 El Encinal San Andrés Tuxila 1030 18 3l 154 55 4 47.1 10 Bosque de Encine

43 Pastizal Pipiapan Catemaco 360 18 27 EAN) 93 2 41.6 Pastizal de Selva Medizna

44 Pastizal Buena Visla Catemaco 540 8 28 345 a5 4 131 _ Pastizal de Selva Ala




Cuadro 2. Resumen de primers probados para Canthon c. cyanellus y Canthidium centrale.

los primers utilizados fueron de la marca Genosysy Gibco. En negritas los primers utilizados para

cada especie.
PRIMER | SECUENCIA C. cvanellus C. centrale
1.1 5. GGAAGACAAC POLIMORFICO NO AMPLIFICA
1.2 5-TCCGACGTAT NO POLIMORFICO NO POLIMORFICO
1.3 5'-AGGTTCTAGC POLIMORFICO NO POLIMORFICO
1.4 5 CGGATAACTG POLIMORFICO NO POLIMORFICO
1.5 5-TCCCTTTAGC NO AMPLIFICO NO AMPLIFICO
1.6 5-AGGATACGTG POLIMORFICO NO AMPLIFICO
1.7 5'-CAATGCGTCT POLIMORFICO NO POLIMORFICO
1.8 53 -GTGCAATGAG POLIMORFICO POLIMORFICO
1.9 5%-CCATTTACGC NO AMPLIFICO POLIMORFICO
1.10 5-AGAAGCGATG NO POLIMORFICO POLIMORFICO
2.1 5-AAATCGGAGC POLIMORFICO POLIMORFICO
2.2 5-GTCCATAGCA POLIMORFICO POLIMORFICO
2.3 5TACACTAGCG NO POLIMORFICO NO POLIMORFICO
2.4 5-CATAGCCCTT POLIMORFICO NO POLIMORFICO
2.5 5.CTACTAGGGT NO AMPLIFICO NO AMPLIFICO
26 5“AGTGAATGCG NO AMPLIFICO NO AMPLIFICO
27 5“ACGATTCCTG NO POLIMORFICO NO POLIMORFICO
2.8 5“TTTACGGTGG NO AMPLIFICO NO POLIMORFICO
29 5-ATGGTGTAGC NO POLIMORFICO NO AMPLIFICO
2.10 5-AATCACACC POLIMORFICO POLIMORFICO




Cuadro 3. Resumen de primers probados para C: oprophanaeus telamon y Deltochilum pseudoparile.
Los primers utilizados fueron de las marcas Genosys y Gibco. En negritas los primers utilizados

1. pseudoparile
NO POLIMORFICO
NO AMPLIFICO
NO POLIMORFICO
NO POLIMORFICO
NO AMPLIFECO

C. felamon
POLIMORFICO
NO AMPLIFICO
POLIMORFICO
POLIMORFICO
NO AMPLIFICO

para cada especie.
PRIMER
1.1

SECUENCIA
F-GGAAGACAAC
5-TCCGACGTAT
F-AGGTTCTAGC
53'-CGGATAACTG
SWTCCCTTTAGC

1.2

13

NO POLIMORFICO
NO POLIMORFICO
NO POLIMORFICO
NO POLIMORFICO
NGO POLIMORFICO
NO POLIMORFICO

NO POLIMORFICO
NO POLIMORFICO
NO POLIMORFICO

POLIMORFI1CO
NO PCLIMORFICO

3'-AGGATACGTG
S-CAATGCGTCT
3-GTGCAATGAG
5“CCATTTACGC
F-AGAAGCGATG
S-AAATCGGAGC
F-GTCCATAGCA
STACACTAGCG
F-CATAGCCCTT
-SWCTACTAGGGT
S-AGTGAATGCG

POLIMORFICO
POLIMORFICO
POLIMORFICO
POLIMORFICO
NO POLIMORFICO
POLIMORFICO
POLIMORFICO
NO AMPLIFICO
NO AMPLIFICO

1.10

2.1
2.2

NO AMPLIFICO
NO AMPLIFICO
NO POLIMORFICO

23

24

2.6

NO POLIMORFICO

NO POLIMORFICO

27

S-ACGATTCCTG

POLIMORFICO

NO POLIMORFICO

2.8

F-TTTACGGTGG

NO AMPLIFICA

NO POLIMORFICO

2.9

S-ATGGTGTAGC

NO POLIMORFICO

S-AATCACACCC

210

NOTA:

durante el trabajo de laboratorio.

Se asignaron los nimeros de marca a los primers para fines précticos de reconocimiento



Cuadro 4. Lista de todas las especies de escarabaj os copra-necrofagos encontradas en Los Tuxtlas, Ver.
Familia Hybosorinae (*); Famila Silphidae (**), el resto Familia Scarabaeidae, Subfamilia Scarabaeinae
Especie

Anaides laticollis Harold* Ateuchus illaesum Harold Bdelyropsis newtoni Howden Canthidium aff.. ardens

Bates Canthidiumaff.. punticolle Harold Canthidium centrale Boucomont Canihidium sp. |

Canthon cyanellus cyanellus L eConte

Canthon indigaceus chiapas Robinson Canthon morsel Howden Carnthon euryscelis Bates Canthon femoralis
(Chevrolat)

Canthon leechi Martinez, Halffter y Halffter Canthon srehhyalinus Harold

Canthon vasguezae Martinez, Halffter y Halffter Copris laeviceps Harold Copris lugnhris Boheman Copris
sallel Harold

Coprophanaeus gilli Arnaud

(.:oprophanaeus telamon corythus Harold Coprophaneus pluto (Harol d)

Chaetodus aff lacandonicus Martinez y Morén* Delthochihem .scahriusculum Bates Deltochilum lohlpes
Bates Deltochilum pseudoparile Paulian Dichotomius amplicollis (Harold) Dichotomius colonicus (Say)
Dichotomius satanas (Harold) Digitonthophagus gazella Fabricius Eurysternus caridaeus (Herbst) Eur,sternus
velutinus Bates Nicrophorus olidus Matthews* * Ontherus mexicanus Harold Onthophagus batesi Howden vy
Cartwright Onthophagus incensus (Say) Onthophagus landolti Harold Onthophagus rhinolophus Harold Phanaeus
endymion Harold Phanaeus mexicanus Harold Phanaeus sallei Harold

Phanaeus tridens Laporte Scatimus ovatus Harold Uroxys sp. 1

Uroxys sp. 2

Uroxyss sp. 3



Cuadro 5. Matriz de presencia-ausencia de las especies de escarabajos copro-necréfagos encontrados en Los

Tuxtlas, Ver.

Los

ndmeros

de

los

sitios

OoNn

los

mismos

Especic/Sitios

4

wn

6

7

11

12

13

17

18

19

20 21

22 23 24

Anaides laticollis
Ateuchus illaesum
Bdelyropsis newtoni
Canthidium off. ardens

C. aff. punticolle
C. centrale
C.sp. 1

Canthon ¢. cyanelius
C. i chiapas
C. morsei

C ewryscelis

C. femoralis

C. leechi

C. subhyalinus
C. v. vasquezae
Copris laeviceps

C. lugubris
C. sallei

Coprophanaeus gilli

C. 1. corythus

C. pluto

Chaetodus off. lacandonicus
Delthochilum scabrivsculum
D. lobipes

D. pseudoparile

D ¢ colonicus

D. satanas

Digitonthophagus gazella
Eurysternus caribaeus

Nicrophorus olidus
Onthophagus batesi
(). incensus

0. landolti

O. rhinolophus
Phanaeus endymion
P. mexicanus

P. sallei

P. tridens

losdel Cuadro 1.

E I I

»

X

8
X

E I -

X

E I -

X
X

X

que



Contintia Cuadro 5.

Especie/Sitios

25

27 28

29 30 31

32

33

34

35

36 37

38

41

42 43 44

Anaides laticollis
Ateuchus illaesum
Bdelyropsis newtoni
Canthidium aff. ardens
C. aff. punticolle

C. centrale

&8

Canthon c. cyanellus
C. i. chiapas

C. morsei

C. euryscelis

C. femoralis

C. leechi

C. subhyalinus

C. v. vasquezae
Copris laeviceps

C. lugubris
Coprophanaeus gilli
C. t. corythus

C. pluto

Chaetodus aff. lacandonicus

D. pseudoparile
Dichotomius amplicollis
D. ¢. colonicus

D. satanas

Digitonthophagus gazella

Eurysternus caribaeus
E. velutinus
Nicrophorus olidus
Ontherus mexicanus
Onthophagus batesi
O. landolti

O. rhinolophus
Phanaeus endymion
P. mexicanus

P. sallei

Scatimus ovatus
Uroxys sp. 1
U.sp.2

U.sp.3

U. transversifrons

»

”




Cuadro 6. Resultados de |as corridas en € programa Estimates paratodos los sitios estudiados en laregion de Los Tuxtlas, Ver.

Sitiog/Tipodevegetacion

E Num.

(MY

(CH)

Selva mediana(G)
Pipiapan (16)
Selva Pajapan (25)
B. Paiapan (28)
Sdva Vdentina
SelvaVictoria (38)
Selva alta (G)

Lamo Cardenas
Estacion (34)

Selva mediana

El Tigre (18)
Acahual Victoria

Selva alta (M)

Fl Gallo (8 3
Buenavista (35)

Selva mediana

Nanciyaga (17)
Cerro Coyame (40)

Selvaalta (CH)

Acahud Cortez (9) 2
Cerrolega (12)

Selva mediana (F)
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Cuadro 7. Especies importantes de acuerdo a su abundancia relativa y biomasa en todos los sitios con

selvaestudiados en laregidn de Los Tuxtlas, Ver.

Localidad
Pipiapan (16)

San Martin Pagjapan

Barranca Pajapan

Selva La Vadentina

Selva Victoria (38)

Selva Lazaro

Estacion

Bioldgica

Lacabaiiade! tigre(18)

Acahua Gpe.

El Gallo (8)

Rancho Buena Vista

Nanciyaga (17)

Coyame (40)

Acahual Cortéz (9)

Cerro Jégal (12)

Baranca Magdlanes

Abundanciarelativa

Uroxyssp. 1
Canthidium centrale

Deltochilum pseudoparile
Canthidium aff. arden
Deltochilum pseudoparile
Onthophagus rhinol ophus
Uroxys sp. 2

Canthidium aff ardens
Canthidium ardens
Canthon subhyalinus
Deltochilum pseudoparile
Canthidiumsp. 1
Deltochilum pseudoparile
Coprophanaeus telamon
Canthidiumsp. 1
Onthophagus rhinolaphus
Deltochilum pseudoparile
Canthidium centrale
Deltochilum pseudoparile
Canthidiumsp. 1
Canthidium centrale
Deltochilum pseudoparile
Deltochilum pseudoparile
Uroxys sp. 3

Canthidium centrale
Onthophagus rhinolopus

Uroxys9.3

Uroxys 9.2
Canthidium .1

Uroxys .2
Onthophagus rhinolophus
Canthidiumsp. |

Biomasa

Coprophanaeus gilli
Delthochilum pseudoparile

Coprophanaeus gilli
Deltochilum pseudoparile
Coprophanaeus telamon
Coprophanaeus gilli
Deltochilum pseudoparile
Uroxys sp. 2
Dichotomius satanas
Coprophanaeus gilli
Deltochilum pseudoparile
Canthidium centrale
Coprophanaeus telamon
Deltochilum pseudoparile
Coprophanaeus gilli
Deltochilum pseudoparile
Deltochilum pseudoparile
Canthidium centrale
Deltochilum pseudoparile
Deltochilum scabriusculum
Canthidium centrale
Deltochilum pseudoparile
Deltochilum pseudoparile
Anaides laticollis
Coprophanaeus gilli
Canthidium centrale
Anaides laticollis

Copra sallei

Canthidium sp. |

Uroxys o, 2
Coprophanaeus telamon

Onthophagus rhinolophus



Continua Cuadro 7.
Acahual Magallanes

Acahual Smplicio 1

Acahual Smplicio 11

Acahual Canul (29)

Cerro de Megallo (5)

Cerro Sonpaso (6)

Pastizal Velasco (7)

Pastizal Cortéz (11)

Pagtizal Magallanes

Pastizal Smplicio

Padtizal Pajapan (27)

Pastizal La

Pastizal Tigre (36)

Pastizal Megallo (41)

Padtizal Pipiapan (43)

Pastizal Buena Vista

Canthon euryscelis
Canthidium centrale
Canthon euryscelis
Canthidium sp. |

Copris laeyiceps
Canthidium aff punticole
Canthidium centrale
Scatimus ovatus
Canthidium centrale
Uroxys sp. 2

Canthidium centrale
Canthidium aff. arden
Onthophagus batesi
Canthon i. chiapas
Onthophagus landolti
Coprophanaeus gilli
Canthidium aff. punticole
Canthon i. chiapas
Canthidium aii. punticole
Canthidium centrale
Canthidium aff. punticole
Canthon (Gl.) leechi
Coprislugubris
Canthidium aff punticole
Canthon e. cyanellus
Canthoni. chiapas
Onthophagus landolti
Canthon i. chiapas
Canthidium aff. punticole
Canthon i. chiapas
Coprophanaeus gilli
Coprophaneus pluto

Dichotomius satanas
Canthidium centrale
Coprophanaeus telamon
Phanaeus endymion
Coprophanaeus telamon
Coprislaeviceps
Coprophanaeus telamon
Dichotomius amplicollis
Dichotomius satanas
Canthidium centrale
Canthidium centrale
Deltochilum pseudoparile
Onthophagus batesi
Canthon i. chiapas
Coprophanaeus gilli
Dichotomius colonicus
Coprophanaeus telamon
Deltochilum lobipes
Canthidium aff. punticole
Canthidium centrale
Canthidium aff punticole
Canthon (Gl) leechi
Coprislugubris
Digitonthophagus gazella
Canthon c. cyanellus
Coprophanaeus telamon
Phanaeus mexicanus
Coprophanaeus gilli
Canthon i. chiapas
Canthidium aff punticole
Coprophanaeus pluto
Coprophanaeus gilli



Cuadro 9. Especies importantes de acuerdo a su abundancia relativa y biomasa en todos los tipos

de vegetacidn enlaregion de Los Tuxtlas, Ver.

Localidad Abundanciarelativa

Selvas dtas

Grandes Deltochilum nseudobparile
Coprophanaeus telamon

Medias Canthidium centrale
Deltochilum pseudoparile

Chicas Canthidiumsp. 1
Uroxyssp. 3

Fragmentos Canthidium centrale
Uroxys sp. 3

Selvas dtas (resumen) Canthidiumsp. 1

Selvas medianas

Deltochilum pseudoparile

Grandes Deltochilum nseudonarile

Uroxyssp. 1

Medias Deltochilum pseudoparile

Canthidiumsp. |

Chicas Canthidiumsp. 1

Delthochilum pseudoparile

Fragmentos Canthon euryscelis

Canthidiumsp. 1

Selvas medianas (resumen) Delthochilum pseudoparile
Canthidiumsp. 1

Selvas (resumen) Delthochilum pseudoparile

Canthidium .
Pestizales (resumen) Canthidium aff. punticole

Coprislugubris

Biomasa

Conronhanaeus telamon
Coprophanaeus gilli

Coprophanaeus gilli
Deltochilum
Coprophanaeus gilli
Coprissallei
Dichotomius carolinus
Coprissallei
Coprophanaeus gilli

Coprissallei

Cooronhanaeus ailli
Coprophanaeus telamon

Coprophanaeus telamon
Coprophanaeus gilli
Coprophanaeus gilli
Dichotomius satanas

Coprophanaeus telamon
Dicholomius satanas

Coprophanaeus telamon
Coprophanaeus gilli
Coprophanaeus gilli

Coprophanaeus telamon
Dichotomius carolinus

Coprophanaeus gilli



Cuadro 9. Especies importantes de acuerdo a su abundancia relativay biomasa en todos los tipos de

Localidad

Selvas dltas
Grandes

Medias

Chicas

Fragmentos

Selvas altas (resumen)

Selvas medianas

Gades

Medias

Chicas

Fragmentos

vegetacion en laregion de Los Tuxtlas, Ver.

Abundanciardativa

Deltochilum nseudonarile
Coprophanaeus telamon

Canthidium centrale
Deltochilum pseudoparile
Canrhidiumsp. 1
Uroxyssp. 3

Canthidium centrale
Uroxyssp. 3

Canthidium sp. |

Deltochilum pseudoparile

Deltochilum pseudoparile
Uroxyssp. 1

Deltochilum pseudoparile
Canthidiumsp. |
Canthidiumsp. |

Delthochilum pseudoparile

Canthon euryscelis
Canthidiumsp. 1

Selvas medianas (resumen) Delthochilum pseudoparile

Canthidiumsp. 1

Selvas (resumen)

Pastizal es (resumen)

Delthochilum
Canthidium .1

Canthidium aff. punticole

Coprislugubris

Biomasa

Cooronhanaeus telamnn
Coprophanaeus gilli

Coprophanaeus gilli
Deltochilum
Coprophanaeus gilli
Coprissallei
Dichotomius carolinus
Coprissallei
Coprophanaeus gilli

Coprissallei

Coprophanaeus gilli
Coprophanaeus telamon

Coprophanaeus telamon
Coprophanaeus gilli
Coprophanaeus gilli
Dichotoinius satanas
Coprophanaeus telamnn
Dichotomius satanas
Coprophanaeus telamon
Coprophanaeus gilli
Coprophanaeus gilli

Coprophanaeus telamon
Dichotomius carolinus

Coprophanaeus gilli



APENDICES



Apéndice 1. Protocolo para la extraccion de ADN de tejido fresco (modificado para

Canthon e. cyanellus y otras especies de Scarabaeinag)

1) Limpiar perfectamente el escarabajo y lavarlo a chorro de agua. 2) Congelarlo 10 min.

3) Se eliminan las patas y la cabeza (en esas zonas existen reservorios de bacterias) y se lava

con agua corriente.

4) Colocarlo en etanol al 70% y con agitacion durante dos minutos, secarlo sobre papel
absorbente.

5) Pesarlo.

6) Macerar con 350 microlitros de Buffer de extraccion en un tubo desechable de 1.5 m1
(eppendorf) valiéndose como pistilo de una punta de pipeta a la que previamente se le ha cerrado el
agujero con fuego. Adicionar 400 microlitros de buffer de extraccion (Vol, total 700 ul). NOTA: El
ADN aunque es una molécula relativamente estable, puede ser susceptible de degradacion bajo un
manejo brusco o inadecuado, la maceracién debe ser lenta y cuidando de que el buffer esté siempre en

contacto con €l tejido.

7) Agitar manual brevemente y dejar reposar a temperatura ambiente al menos dos horas, la
extraccion puede continuarse toda la noche, sin embargo se obtienen mas productos de

degradacién.

8) Agitar por inversion 30 segundos o en € vortex brevemente. 9) Centrifugar a 10 000 rpm pr 2
minuto.

10) Recuperar €l extracto con 50 microlitros como margen.
11) Al extracto adicionar 500 microlitros de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 vlv). 12)
Mantener la emulsion por 5 min invirtiendo e tubo suavemente (ocupar € timer). 1*3) Centrifugar a 13

000 rpm por 10 mi n.

14) Transferir la fase acuosa (fase superior) a un tubo epp limpio (con puntas chicas). 15)
agregar 21 microlitros de acetato de sodio 3M.



16) Adicionar 1 ml de etanol absoluto frio y dejar que precipite a -20 C al menos 1 hora (es

aconsejable dejar toda una noche).

17) Centrifugar a 13 000 rpm por 10 min.

18) Decantar el sobrenadarte y lavar con etanol al 70 % frio (Cuidadosamente abrir 1os tubos

paraevitar el derrame del et oh).

19) Eliminar el etanol por inversion (es conveniente invertir el tubo completamente, siempre y
cuando el botén de precipitado no se mueva, para eliminar al maximo el etanol y agilizar al
evaporacion), se puede absorber € exceso de et-oh tocando € solvente con un pequefio tridngulo de papel
filtro cuidando de no tocar € precipitado.

20) Secar en el evaporador rotatorio (el proceso dura de 10 a 15 min). 1°). Se enciende la
temperatura del evaporador, 2°) se enciende la bomba de vatio, 3°) se enciende la trampa de la bomba
y 4° se abre lallave del vacioy 5 ° se enciende la centrifuga. Sonara un click para asegurar latapa,

para apagar proceder al revésy esperar que se quite el seguro para abrir la tapa.

21) Resuspender € PP en 40 microlitros de Buffer tris - EDTA. Para agilizar este paso se puede
agitar brevemente en el vortex y poner en el bafio Mariaa 40 C.
NOTA: Es aconsejable resuspender el pp en la menor cantidad de buffer TE, con el fin de

purificar todala muestra en una sola sesion.

Verificacidn de la concentracion del ADN en € precipitado

1) Se preparan de 120 a 150 ml de agarosa (for routine use de sigma) a 0.8 % en buffer tris base
NOTA: La agarosa se mezcla y se lleva a ebullicién por al menos 5 min para asegurar la
disolucién (en este punto se puede utilizar agarosa reciclada que igualmente debe de redisolverse a ebullicion,
yaque €l objetivo sblo es checar la concentracion del ADN).

2) Degjar enfriar a 60 C y add. 7.5 microlitros de bromuro de etidio (manejar con cuidado, muy
téxico). Mezclar con movimientos rotatorios muy suaves para evitar la formacion de burbujas. Si es

agarosa reciclada solo se add. 5 microlitros de bromuro de etidio.

3) Vaciar el gel muy cuidadosamente, para evitar las burbujas, en el molde para electroforesis



(especial paralaextraccion) y colocar |os peines, esperar a que solidifique (45 min).

4) Vaciar 1 litro de buffer tris base en la cuba de electroforesis y colocar la bandeja del gel con

mucho cuidado.

5) Colocar sobre parafilm 3 microlitros de ficol+azul de bromocresol (Loadding buffer a 20%)+ 5
microlitros de la muestra o control, se puede usar como control 3 microlitros de lambda ADN 62.4
microgramos por mi, valiéndose de la micropipeta (subiendo y bajando € volumen total de la mezcla) se
homogeneiza bien.

6) Tomar la mezcla con la misma punta con la que se virtié la muestray con mucho cuidado

depositar en un pozo de la placa de agarosa.

7) Correr 30 min a 60 volts y comparar contra el control bajo luz uv, se debera observar una
banda naranja fluorescente delgada a la misma atura que la banda del control, esta banda tiene
resolucion y migra a poca distancia del punto de colocacién. La existencia de una banda gruesa que
migra a mayor distancia es debida a RNA. Asimismo otras bandas de menor concentracién que se observa

como un barrido son impurezas debido aal degradacion de los nuel edtidos.

8) En caso de baja concentracion volver a extraer el tejido macerado, que se debe de almacenar
bajo -20°C.

9) Una vez checada la presencia de ADN en buena concentracion el extracto se almacena a -

20°C, parasu posterior purifcacion.

Purificacion de ADN ddl extracto detejido de Canthon c. cyanellus y otros scarabaeinae

1) Preparar 1 litro de buffer TBE 1 X, (100 ml de buffer 14X + 900 m] de agua destilada), agitar
con el magneto sobre la parrilla.

2) Pesar 0.3 g de agarosa low melting point de sigmay disolverlos en 50 ml de buffer TBE 1 X,
Ilevarlo a ebullicién con agitacién en la placa (concentracién de la agarosa= 0.6%).

3) Dejarlo enfriar a 60°C y adicionar 2.5 microlitros de bromuro de etidio (las puntas uitlizadas
para vertir este reactivo deben ser desechadas en la mezcla de KMnO4 preparada para este fin, o en

hipoclorito de sodio a 5%-= clorox). Dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente.



4) Enjuagar con H,O destilada la cuba de electroforésis destinada para purificacion (cuba B), €

molde, labandejay el peine, y dejar escurrir.

5) Preparar un pedazo de unicel como contenedor con parafilm, ya que solo se utiliza de la
longitud total del molde (Vol.=50 ml). Colocarlo en el molde y la bandeja. Verificar que quede a
presion para que no se corra la agarosa por abgjo. Puede utilizarse un poco de agarosa rutinaria a 1% para
sellar y evitar el corrimiento de la agarosa diluida. Nota: es aconsejable dejar que el gel quede grueso
porque se puede purificar todo el volumen de extracto de una séla vez.

6) Verter la agarosafria, en el molde.

7) Poner €l resto del buffer TBE | X en lacubade electroforésis.

8) Dejar que solidifique a menos 30 min. Pasarlo al refrigerador 5 min.

9) Retirar los peines con sumo cuidado, evitando moverlos hacia los lados (de un solo jalén'y muy

lentamente), Sacar el molde de la bandejay colocarlo en la cuba con €l buffer.

10) Sobre unatira de paraflm colocar 8 veces 5 microlitros de loadding buffer, uno para el

control y 7 paralas muestras.

11) Colocar en el primer pozo 5 microlitros de LAMBDA ADN 62.4 microgramosiml (con el
|loadding buffer).

12) Dejar entre muestra y muestra un pozo vacio, para evitar contaminacion. NOTA: Colocar las
muestras cuidando de no perforar las celdas o romper la placa de agarosa.

13) En los restantes pozos colocar 20 a 30 microlitros de muestra (con loadding buffer). 14)
Colocar latapa de electroforésisy correr 1Y/2 Hrs, a 60 Volts.

15) Observar (at 230-rniu) que no se hubieran perforado o roto las celdas (enseguida se observa un
corrimiento lateral de la mezcla).



16) Preparar navajas del cutter estérilesy lavadas con etanol abs. (o0 espatulas).

17) Observar en el iluminador con luz uv, y checar que no ocurrié contaminacion, Se
debera observar una banda de ADN en c/u de las muestras al mismo nivel que el control.
Calcular a grosso modo la cone. De ADN de las muestras mediante la intensidad de la fluorescencia
naranja emitida, comparando con laintensidad de la fluorescencia del control, tomando en cuenta que
se colocaron 5pl del ADN 62.4 pg/ml (62.4 pg en 1000 pl, 0 0.312 jig en el poza=312 ng, en la
banda).

18) Cortar € cuadrito de ADN de c/u de las muestras con una diferente navagjay colocarlos
en tubos epp previamente etiquetados con los datos de c/individuo. Anotar la concentracion.

19) Fundir en bafio Maria el pedacito de gel y anotar al volumen final (comparar con
los estandares de volumen utilizados para la ultracentrifuga), hacer el calculo de concentracion y en
caso necesario diluir con agua destilada estéril, para obtener finalmente una concentracion de 1.5 a 2.0
ng de ADN del escarabajo en 1 pl, necesario paralos RAPDs-PCR.

20) Anotar en la etiqueta la concentracion de ADN y la fecha de purificacion, y almacenar
los tubos a-20° C.

Protocolo general para rapds-pcr (random amplified polymorphic dnas-polymerase chain

reaction)

1) Las muestras de ADN (estandarizadas a la concentracion ideal de 1 a 2
ng/microlitro) se colocan en bafio Maria, para homogeneizar antes de mezclarlas, en e vortex.
Poner a temperatura ambiente el buffer de reaccion, el primer, y la mezcla de nucleétidos. Trabgjar

en la campana de extraccién.

2) Previamente se debe tener lista una mezcla de los 4 nucleétidos (125 pl de c/u para

un volumen total de 500 ul), que se aimacenaen refrigeracion y es suficiente para varios dias.



Mezcla por muestra de ADN para amplificar

4. 3 pl de agua destilada esteril.

2.5 ul de buffer de reaccion (con MgC12 10 mM, Perkin Elmer). 10 pl de mezcla de
nuclotidos (ANTP).

0.2 pl de polimerasa (Amplitag ADN polymerase, Perkin Elmer). 3 uL de primer (10 uM)
(Genosys).

5 pl de muestra de ADN del escarabajo (gjustada de 1.5 a 2 nglpl = templado). 25 pl

volumen total.

1) Preparar una mezcla en un tubo de rx que contenga los reactivos en volumen suficiente
para todas las muestras a amplificar, se colocan todos los reactives, excepto la muestra de ADN,
la enzima polimerasa se adiciona justo antes de poner la reaccion y se mantiene en refrigeracion hasta
el momento de ocuparla. Para todos |os reactives se ocupan las micropipetas que tienen la etiqueta de

PCR, parala muestra se ocupa una micropipeta comun.
2) Las muestras de ADN deben mantenerse en bafio Maria cdiente, y se deben homogeneizar en €
vortex, antes de colocar la reaccion. Una vez colocada ta enzima polimerasa en la mezcla de reaccion, €

total se homogeneizaen d vortex.

3) Colocar 20 pl de la mezcla de reaccion en ¢/u de los tubos de reaccién.
4) Adicionar 51 de muestrade ADN.

5) Homogeneizar en € vortex.

6) Centrifugar brevemente.

7) Anadir 15| de aceite mineral (nujol) Perkin-Elmer, para evitar que la muestra se evapore por la

dtatemperaura.



8) El programa utilizado en € termociclador Perkin-Elmer consté de los siguientes ciclos: 1 ciclo
(tres etapas): 2.5 min a94 °C, 1.5 min a37 °Cy 1 min a70 'C44 ciclos (tres etapas) : 1 mina%4 C, 1 min
a37°Cy1mina70C.Soek:4'C.

9) Una vez amplificadas las reacciones se dmacenan a -20 °C hasta correr la eectroforésis.

Preparacion dei gel pararecciones de amplificacion 1) Preparar 1 1 de buffer TBE1 X .

2) Pesar 2.1 g de agarosa de wide range de Sigmay disolverlos en 150 ml del buffer TSE IX,
[levar a ebullicion con agitacidn (conc. De la agarosa = 1.4%). Para una placa de agarosa completa.

3) Dejar enfriar a65°C y add. 7.5 pl de bromuro de etidio y mezclar cuidadosamente.

4) Lavar y enjuagar con agua destilada la camara de electroforésis, la bandgja, € molde y los

peines para PCR, y dejaralos escurrir.

5) Verter en d molde laagarosay degjar que solidifique al menos 30 min.
6) Poner €l refrigerador 5 min.

7) Quitar con mucho cuidado los peines (este gel es menos eagtico que € de purificacion). 8)

Vaciar € resto del buffer en lacdmara de dlectroforésisy colocar el gel con cuidado.

9) En un trozo de parafilm colocar 5 pl deloadding buffer d 50% para cadamuestray paracada

control.

10) Se utilizaran 3 tipos de controles: En los pozos de cada extremo se coloca 6 pl de Lambda ADN
de cono. = 50 nglpl (peso total 300 ng). En & 2° pozo se coloca 10 pL de Lambda ADN

digerido por las enzimas ECOR | y HIND 111. En el pozo de enmedio se coloca 3.5 pl de
ADN Ladder 123 bp (pares de bases), marca Sigma(en total 4 controles).



11) Agregar la muestra al loadding buffer y mezclar, subiendo y bajando el volumen con
la rnicropipeta, y colocar inmediatamente la muestra en un pozo del ge. NOTA: El aceite adicionado
provoca que no se tome la muestra totalmente, se debe de evitar llevarse |0 menos posible de
aceite y lo més posible de la reaccién. NOTA2: Al colocar la muestra debe evitarse romper el gd o

perforar el pozo.

12) Correr a 63 Volts por 3 horas (verificar las xys. al cabo de 1. hora, si se ven
bandas amplificadas de ADN, dejarla correr las otras 2 h).

13) Se deben observar bandas de ADN con resolucién (no barridas) a varias distancias del
punto de colocacion y deben de ser preferentemente diferentes entre los individuos para que puedan
ser comparadas. De ser asi, €l gel se fotografay se guardalaimagen en una PC con el programa
adecuado para PCR-RAPDs

Causas de que no exista amplificacion ( no se observen bandas):

1) Baja concentracion de ADN en la muestra (tomar mas volumen en las siguientes rxs.),

2) Alta concentracion de ADN en la muestra (por lo que debe de verificarse la

concentracion y diluir).

3) Las tiras de ADN que no tengan la secuencia del primer elegido (en dado caso,
descartarlo). 4) Errores de pipeteo, (no bajar o tomar completamente los volimenes), 5) No

homogeneizar ni mezclar adecuadamente |0s reactivos y muestras.



Continda Cuadro 5.

Especie/Sitios

25

27

28 29 30

31

32

33

34

35

36

37

38

40

41

42 43 44

Anaides laticallis
Ateuchus illgesum
Bdelyropsis newtoni
Canthidium aff ardens
C. aff punticolle

C. centrale

C.sp. !

Canthon c. cyanellus
C. i. chiapas

C. morsei

C. euryscelis

C. femoralis

C. leechi

C. subhyalinus

C. v. vasquezae
Copris laeviceps

C. lugubris
Coprophanaeus gilli
C. 1. corythus

C. pluto

Chaetodus aff. lacandonicus
D. pseudoparile
Dichatomius amplicollis
D. ¢. colonicus

D. satanas
Digitonthophagus gazella
Eurysternus caribaeus
E velutinus
Nicropharus olidus
Ontherus mexicanus
Onthophagus batesi
O. landolti

0. rhinolophus
Phanaeus endymion
P. mexicanus

P. sallei

Scatimus ovatus
Uroxys sp. |

Usp. 2

Usp. 3

U. transversifrons

b

o
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Apéndice 2B. Matriz de presencia ausencia de los primers ulifizados para el andlisis RAPD

para cinco poblaciones de Coprophanaeus felamon corythus. V

Acahual Victoria (37)

Pipiapan, BV=Pastizal Buena Vista (44)

E2 E3 E4 ES E68 M1

on (34), P =

Estaci
82 83 S84 €1

Acahual Simplicio (22), E

S=

F2 P3 P4 BV1 BW2

V2 W3 W4 VS 81

V1




Caontinla apéndice 2B




Apéndice 2C. Matriz de presencia ausencia de los primers utilizados para el analisis RAPD parz tres

Acahual Simplicic.

S3

Estacion (34), T = Tigre (18), S =

T3

poblaciones de Canthon cyanellus cyanellus E

$3 6

54

TS T8 S1 52

T4

B2 E3 (=3 ES £ ™ T2

£1




Digtancia entre puntos de muestreo Canthidium (m)

16
19
29
34
35
38
40

271560 2046628 Cerro Megalo
277889 2045815 CearoEl Gdlo
284039 2042177 Pipigpan
313115 2032616 Barranca
313638 2026000 Acahua Canul
280770 2056422 Estacion
281305 2044253 BuenaViga
308076 2030729 Selva Victoria
286005 2039822 Cerro Coyame
5t 8-t 16-t 19-t 29-t 34-t 35-t 38-t 40-1
0 6381 13249 43854 46862 13444 10030 39827 15968
6381 0 7145 37618 40873 10991 3756 33747 10089
13249 7145 0 30608 33731 14615 3433 20624 3068
43854 37618 30608 0 6637 40161 33872 5381 28051
46862 40873 33731 6637 0 44786 37129 7301 30897
13444 10991 14613 40161 44786 0 12181 37493 17406
10030 3756 3433 33872 37129 12181 0 29993 6459
30827 33747 26624 5381 7301 37493 29603 0 23871
15968 10089 3068 28051 30897 17406 6459 23871 0

Apéndice 3A. Distancia geograficas en metros (m) de los sitios de muestreo para los analisis genéticos de Canthidiuni centrale.




Distancia entre puntos de muestreo Coprophaneus (m)

280770 2056422 Estacion

284039 2042177 Pipiapan

309051 2031303 Acahual

313813 2031933 Acahual

281305 2044253 Buena
34-t 16t 37t 22t 35t
K 0 14615 37826 41128 12181
i 14615 0 27274 31487 3433
K 37826 27274 0 4803 30619
‘ 41128 31487 4803 0 34764
K 12181 3433 30619 34764 0

Apéndice 3B. Distancia geograficas en metros (m) de los sitios de muestreo para los analisis genéticos de Coprophanaeus
telamosn corythus.



Distancia entre puntos de muestreo Cyanellus (m)

28 2056422 34
28 2038546 18 El Tigr

Apéndice 3C. Distancia geograficas en metros (m) de los sitios de muestreo para los analisis genéticos de Canthon cyanellus
cyanellu s.



31 2031933 22 Simpli
3813 Acahual cio
34-t 18-t 22-t
0 1 B
18938 0 2
41128 2 0

Apéndice 3C. Distancia geograficas en metros (m) de los sitios de muestreo para los analisis genéticos de Canthon cyanellus
cyanellu s.





