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RESENA

Mi nombre es Ménica Maria Saldarriaga Cérdoba, naci un 8 de agosto de 1970, en la “ciudad de
la eterna primavera”, Medellin Colombia. Desde nifia creci con libertad en medio de los Valles y
Montaias de mi Vereda El Zarzal, en 1a finca de mis abuelos, junto con mis padres, Luz Marina
y Dario y mi hermano, Luis Gabriel. Desde pequefia creci rodeada de animales domésticos pero
mi verdadera fascinacion era hacia la fauna silvestre especialmente los animales ponzofiosos. Mi
habitacion fue el hdbitat de ofidios y artrépodos durante el tiempo que estuve en ella. Siempre me
pregunté, ;por qué no estudié Biologia?, porque cuando quise ingresar a la Universidad opté por
Medicina Veterinaria en ¢l afio 1989. Durante el segundo semestre de mi carrera me integré al
Serpentario de la Universidad de Antioquia, dirigido por el Dr. Rafael Otero Patifio. Desde ese
momento empez6 mi fascinante viaje por el mundo de las toxinas. Inicialmente colaboraba en la
alimentacion de las serpientes, ingreso de animales, limpieza de jaulas y extension a la
comunidad; luego fui nombrada monitora y fue en esta etapa, en la que me incorporé al equipo
de ordefio, conformado por Oscar Rojas, mi amigo por siempre aunque ya no esté presente en
esta tierra y Jhon Jairo Arboleda. Con ellos, aprendi la técnica de manipular Cascabeles,
Verrugosos y Terciopelos. Ademds, me ensefiaron a 1o perderles nunca el respeto aunque no les
tuviera miedo. Después de graduarme como Médica Veterinaria en 1995, me integré como Co-
investigadora del grupo en el manejo de colecciones vivas de reptiles y artrépodos y participé
activamente en investigaciones sobre Morbi-Mortalidad por enfermedades infecciosas en
serpientes venenosas. En el afio 2000, obtuve mi maestria en Inmunotoxinologia, durante la cual
investigué sobre los aspectos toxinoldgicos e inmunoquimicos del veneno de serpiente, la
pariabilidad ontogénica y geogrdfica del veneno de Bothrops asper y B. atrox, asi como también
participé en estudios clinicos e investigaciones sobre el uso de alternativas terapéuticas en el
tratamiento del accidente ofidico y escorpionico. Finalmente, en el aito 2003 fui la Coordinadora
del grupo de investigacion. Durante septiembre del mismo afio, decidi postular al doctorado en
Ciencias con Mencién en Ecologia y Biologia Evolutiva que imparte la Universidad de Chile.
Aunque en Chile no es prioridad el estudio sobre animales venenosos, este doctorado me permitio
ingresar al mundo de la Biologia y Ecologia, adquirir bases cientificas en esta drea que para mi
era desconocida hasta ese momento, y ademds, este programa junto con CONICYT me
permitieron hacer realidad mi suefio de contribuir en el conocimiento desde el punto de vista
molecular y evolutivo de “La Terciopelo”. Hoy, recibo mi grado de Doctor en Ciencias, con una
tesis de grado que requirié mucho esfuerzo de mi parte, dedicacién, momentos dificiles pero
también gratificantes y que estoy segura, me pondrd otra vez en el camino que algun dia
interrumpi por llenarme de aventuras y conocimientos en este pais al Sur lejos de mi terra,
Colombia.
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RESUMEN

La terciopelo, Bothrops asper, es una serpiente venenosa criptica que se
distribuye ampliamente en ambientes hiimedos de Mesoamerica y en el nor-
occidente de América del Sur. A través de su rango de distribucion, B. asper
presenta una gran variacion morfoldgica en caracteres externos. Esta variacion
ha dificultado su correcta separacién de otras especies relacionadas (grupo
atrox) con las cuales B. asper es similar en apariencia y presenta solapamiento en
los caracteres meristicos que han sido frecuentemente utilizados en su
identificacién taxonémica. En este trabajo, analizamos la variacién molecular y
fenotipica de B. asper a lo largo de su rango de distribucién, con los siguientes
objetivos generales: 1) Establecer las relaciones filogenéiicas entre las especies
que conforman el grupo atrox y B. asper procedente de Mesoamérica y del norte
de América del Sur, y 2) Caracterizar la variacién molecular y fenotipica de B.
asper a lo largo de su rango de distribucién. La variacién molecular fue realizada
con los fragmentos del gen Citocromo b y el gen de la deshidrogenasa, subunidad
4 (NADH 4). Para el andlisis morfoldgico se construyd una matriz con 514
individuos de 9 regiones fisiograficas (México y América Central Nuclear,
América Central Istmica Caribe, Pacifico de Costa Rica, Chiriqui, la region

occidental y central de Panamd, Darién, las regiones Pacifica y Caribe de




Colombia y el Valle del Magdalena). El anélisis filogenético recuper6 al grupo
atrox como monofilético y seis linajes divergentes correspondientes a individuos
de B. asper (linaje 1: México y América Central Nuclear; linaje 2: América
Central Istmica, regién Caribe; linaje 3: Pacifico de Costa Rica; linaje 4: region
Pacifica de Colombia y Panama; linaje 5: region Caribe de Colombia; y linaje 6:
Valle del Magdalena). La politomia observada dentro de los linajes de B. asper
no permitié determinar la relacién filogenética entre B. asper y el grupo afrox ni
tampoco permiti6 considerar a B. asper como monofilética. Los linajes de B. asper
mostraron un patrén filogeografico concordante con atributos fisiograficos
presentes en el area de distribucién. Sin embargo, la no relacién de grupo
hermano entre los linajes 2 y 3, y el linaje 4 con los linajes 5 y 6, no permitié
soportar la hipétesis del efecto vicariante de la Cordillera de Talamanca y la
Cordillera de los Andes, respectivamente. La fecha de divergencia obtenida
mosiré que los eventos cladogénicos en B. asper coinciden con el periodo
maximo de orogénesis de las cadenas montafiosas en Mesoamérica y en el
noroccidente de América del sur durante el Plio-Pleistoceno. El analisis
univariado y multivariado evidencié gran diferenciacién fenotipica entre los
grupos preestablecidos. El patrén de diferenciacién fenotipica fue congruente

entre sexos, pero no reflejé la historia filogenética. La variacion geografica en el
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niimero de escamas interrictales, ventrales, subcaudales y manchas dorsales
estuvo correlacionada positivamente con la latitud y el niimero de meses Secos,
pero inversamente relacionada con el nivel de precipitacién. Estos resultados
permiten plantear la hipdtesis de una posible adaptacion a presiones de
seleccién para el balance hidrico, termorregulacion o cripsis mds que un reflejo
de la filogenia. Nuestros resultados sugieren que en la variacion fenotipica de B.
asper estan implicados diversos factores como fuerzas selectivas, adaptacién
local, desacople entre morfologia y moléculas y ademas, variacion clinal. Si los
factores mencionados anteriormente determinan la variacién fenotipica en B.
asper, éstos deben ser considerados para explicar la confusion taxondmica
existente entre B. asper y especies relacionadas, particularmente las especies que

conforman el grupo atrox.

Palabras clave: Bothrops asper, grupo atrox, variacion fenotipica, variacion
molecular, regién Neotropical, orogénesis, tiempos de divergencia, variacion
clinal, nivel de precipitacién anual, convergencia fenotipica, especiacién

alopétrica.
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ABSTRACT

The Terciopelo, Bothrops asper is a cryptic poison snake widely distributed in
humid environments of Middle America and the North-Western portion of
South America. Throughout its extensive distribution range, B. asper exhibits
great morphological variation in external characters. This variation has
complicated its proper separation from other related species (atrox group). Some
members of this group (including B. asper) are superficially similar in
appearance, especially in their cryptic color patterns and they show high
overlap in meristic characters which have been commonly employed in the B.
atrox-asper taxonomic identification. In this work, we analyse the molecular and
phenotypic variation of B. asper throughout its extensive distribution range with
the following general objectives: 1) To establish the phylogenetic relationships
among the atrox group species and B. asper from Middle America and the North-
Western portion of South America and 2), to characterize the molecular
variations in the B. asper distribution. For the morphological analysis, a
phylogenetic analysis was performed using two fragments of mitochondrial
genes, Cytochrome b (Cyt b) and ND4. In order to determine the morphological

variation in B. asper, we constructed a database for 514 individuals (218 males
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and 296 females) obtained from nine distinct physiographic regions [Mexico and
Nuclear Central America (MNCA), Caribbean Isthmian Central America
(CICA), Pacific Costa Rica (PCR), Chiriqui (CH), Caribbean and Central Panama
(CCP), Darien Region (DRN), Pacific Colombia (PC), Magdalena Valley (MV)
and Caribbean Colombia (CC)]. The phylogenetic analysis, based on
mitochondrial sequences, suggests to atrox group as monophyletic and the
intraspecific phylogeny of B. asper reveals six clearly distinct lineages with high
Bayesian posterior probabilities: lineages 1 and 2 comprising individuals from
the Caribbean of Middle America [MNCA-CICA]J; lineage 3, which includes
individuals from the Pacific slope of Costa Rica [PCR]; lineage 4, which includes
individuals from Darien and the Chocoan region [DRN-PC], lineage 5, which
includes localities in the Caribbean Coast and the Magdalena Valley of
Colombia [CC-MV], respectively. The politomy showed in our phylogenetic tree
did not allow us to determine the phylogenetic relationships between B. asper
and the atrox group and to establish B. asper as monophyletic. The Bothrops asper
lineages showed correspondence with physiographic atiributes found in its
distribution range. However, the absence of relationship of sister group among
the lineages 2 and 3 and the lineage 4 with lineages 5 and 6 did not permit to

support the hypothesis of vicariance effect from Talamanca and the Colombian
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Andes, respectively. The divergence time showed that B. asper lineages appear
to have diverged in the Pliocene or earlier (Plio-Pleistocene) and it is coincident
with the period in which this mountain reached its modern elevations. The
univariate and multivariate morphological analyses revealed a high level of
phenotypic differentiation in the established groups. The phenotypic
differentiation pattern was consistent among the sexes but it did not reflect the
phylogenetic history. The geographic variation in the number of interrictals,
veniral scales, subcaudal scales and dorsal blotches was positively correlated
with latitude and the number of dry months, but inversely related with the
precipitation level. The observed relationships between scale counts and
environmental variables are explained in terms of selective pressures to improve
water balance along the distributional range of the species and rather than a
pylogenetic reflect. Our results suggest that in the phenotypic variation in the B.
asper there are several factors implicated, such as selective forces, local
adaptation, morphological and molecular incongruence and clinal variation. If
the above factors determine the phenotypic variation in B. asper they must be
taken into account in order to explain the taxonomic confusion of B. asper and

related species, particularly the atrox group species.
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CAPITULO I-

INTRODUCCION GENERAL

1.1. Filogenia y sistematica del género Bothrops, con énfasis en el grupo B.
atrox- B. asper.

El género Bothrops representa un grupo diverso de serpientes venenosas
responsables de la mayoria de los accidentes ofidicos en la region Neotropical.
Este género esta comprendido por 37 especies de serpientes que se distribuyen
principalmente en la regién continental de América del Sur, aunque hay algunas
poblaciones insulares (Campbell y Lamar, 2004). Solamente dos especies
(Bothrops punctatus y Bothrops asper) presentan su rango de distribucion hasta
América Central. Bothrops punctatus esta distribuida en Ia region del Choco
(noroccidente de Ecuador y occidente de Colombia) hasta la regién oriental de
Panama, mientras que la distribucién de B. asper va desde el noroccidente de
América del Sur hasta la regién de Tamaulipas en México (ver mayor
descripcién de la distribucion de B. asper en la seccién 1.2).

Con respecto a la taxonomia del género Bothrops, las primeras
investigaciones fueron realizadas mediante métodos de la sistematica

tradicional, utilizando caracteristicas anatémicas, patrones de coloracién y




métodos de morfometrfa lineal. Estos analisis subdividieron inicialmente a
Bothrops en los géneros Bothriechis, Bothriopsis, Porthidium, Ophryacus y Bothrops
(Burger, 1971). Dentro del género Bothrops, este autor reconocid cuatro grupos:
grupo atrox, en el cual incluy6 especies con una escama lacunolabial (B. andina,
B. asper, B. atrox, B. barnetti, B. brazili, B. caribbaea, B. insularis, B. jararaca, B.
jararacusst, B. Janceolata, B. lojana, B. marajoensis, B. moojeni, B. picta, B. pifanoi, B.
pirajai, B. pradoi, B. pulcra, B. santaecrucis, B. xanthogramma), y los grupos
newwiedi, alternata y ammodytoides, en los cuales incluyé especies con la escama
lacunolabial dividida. Posteriormente, se utilizaron otras aproximaciones que
combinaron evidencias morfoldgicas y bioquimicas, como analisis morfologicos
de hemipenes y electroforesis de proteinas plasmaticas. En estos estudios
Pesantes — Segura et al. (manuscrito no publicado, sensu Campbell y Lamar,
2004), reconocieron 6 grupos dentro del género Bothrops, entre ellos el grupo
atrox (definido por Burger, 1971) conformado por un nimero n{enor de especies
(B. atrox, B. moojeni, B. pradoi’y B. marajoensis).

El primer andlisis cladistico de las viboras de fosa de la region Neotropical
fue realizado por Werman (1992). Este estudio se basd en iscenzimas Yy
aloenzimas de 10 especies de Bothrops y una especie de Bothriopsis. Los

resultados del analisis de parsimonia soportaron dos clados: 1) B. pradoi, B. atrox,




B, brazili, B. jararacussu, B. moojeni, B. jararaca’y Bothriopsis taeniata; y el clado 2) B.
neuwiedi, B. erythromelas, B. alternatus y B. itapetiningae. El clado 1 es la primera
evidencia que Bothrops es parafilético con respecto a Bothriopsis. En analisis
posteriores utilizando genes mitocondriales (Citocromo b), Salom@o et al. (1997)
establecié las relaciones filogenéticas entre 11 especies de Bothrops y una especie
de Bothriopsis. En este estudio se demostré la monofilia del grupo atrox
conformado por B. atrox, B. isabelae, B. leucurus, B. moojeni y B. marajoensis. Cabe
mencionar que Salomio et al. (1997), no diferencié entre B. atrox y B. asper en sus
analisis (Figura 1.1).

La evidencia molecular més reciente con Jos genes mitocondriales 125, 1685,
Citocromo b (Cit b) vy NADH deshidrogenasa subunidad 4 (ND4) (Casto y
Parkinson, 2006), indica que el género Bothrops se divide en tres grandes grupos:
(1) B. ammodytoides, B. cotiara 'y B. alternatus, (2) B. jararacussu, B. atrox y B. asper,
y (3) B. insularis, B. erythromelas y B. diporus (ver también Parkinson, 1999;
Parkinson et al., 2002a; Salomao et al., 1997; Werman, 1992; Wiister et al., 2002a).
Todas estas especies, excepto B. asper habitan las tierras bajas de la region
Cisandina de América del Sur, al oriente de la Cordillera de los Andes, desde
Colombia hasta Argentina (Martins et al.,, 2001; Campbell y Lamar, 2004). B.

asper dentro del género Bothrops es la finica especie que se distribuye desde el




B. asper B. marajoensis B. atrox B. moojeni

B. isabelae B. leucurus

Figura 1.1. Grupo B. asper - atrox

nor-occidente de América del Sur hasta Mexico (region de Tamaulipas)
(Campbell y Lamar, 2004). Muchas de estas especies que habitan las tierras bajas
de la cuenca de la Amazonia hacia el norte en Mesoamérica son similares en
cuanto a su fenotipo, lo que ha dificultado su diferenciaciéon taxonomica,
especialmente en la determinacién de B. asper con B. atrox. Muchos autores han
sugerido la necesidad de definir la sistematica de B. asper, B. atrox, B. marajoensis
y B. moojeni. Wiister et al. (1996), realiz6 un analsis multivariado con caracteres
morfolégicos de B. atrox, B. marajoensis y B. moojeni y encontr6 poblaciones
fenotipicamente intermedias (zona hibrida) en regiones geograficas donde B.

atrox y B. moojeni son simpatricas, aunque estas dos especies son evidentemente




distintas. Por otro lado, las muestras de B. marajoensis fueron variables y menos
diferenciadas de B. afrox. Wiister et al. (1996) fueron renuentes a rebatir o
soportar la validez de B. marajoensis, con base en sus resultados, pero este
estudio enfatizé uno de los muchos problemas en la diferenciacién taxondmica
de estos taxa. Posteriormente, Wiister et al. (1997, 1999), realizaron un analisis
multivariado con caracteres morfolégicos y secuencias del gen del Citocromo b,
para determinar el patrén de variaicién geografica entre las especies del
complejo Bothrops atrox (sensu Salomao et al, 1997). Este trabajo nuevamente
soportd que las poblaciones convencionalmente asignadas a B. atrox y B. moojeni
son morfoldgicamente distintas, con una zona fenotipica intermedia en zonas de
simpatria. Ademas, estos resultados demostraron la poca diferenciacién entre B,
marajoensis, B. isabelae, B. leucurus y B. pradoi con B. atrox.

El alto grado de solapamiento entre los caracteres meristicos utilizados en el
reconocimiento y clasificacién de B. asper y B. atrox han generado un debate a
nivel taxonémico que no ha permitido establecer sus relaciones filogenéticas
(Markezich y Taphorn , 1993; Sasa, 2002). Algunos autores (Wilson y Meyer,
1985; Villa et al., 1988; Schitti y Kramer, 1991) consideran a B. asper coespecifica
con B. atrox. Sin embargo, Campbell y Lamar (1992) y Peters y Orejas- Miranda

(1970), basados en caracteres morfolégicos, sefialan que son especies diferentes.




Markezich y Taphorn (1993), realizaron un estudio sobre variacion en caracteres
morfoldgios de B. asper y B. atrox que habitan una zona de posible simpatria en
Venezuela. En este estudio no fue posible distinguir entre B. afrox y B. asper, ¥
Jos datos morfolégicos indicaron la presencia de un tnico taxén polimoérfico. Por
lo anterior, Markezich y Taphorn (1993), han propuesto que la confusion
taxonémica que presentan estos dos taxa tiene relaciéon con la alta variacion
intraespecifica en los caracteres meristicos usados en su taxonomia y sugieren
que un analisis de la variacién intrapoblacional en el rango de distribucién de
ambos taxa, podria contribuir a esclarecer el problema B. asper-B. atrox.

Sasa (2002), encontrd dimorfismo sexual, variacién ontogénica y divergencia
morfoldgica entre distintas poblaciones de B. asper de Mesoamérica, y demostro
ademés, una correlacién positiva entre distancia geografica y morfolégica, lo
cual permitio diferenciar las poblaciones en dos grupos: El primero, conformado
por indivduos procedentes de diferentes localidades de México, Guatemala,
Belice y Honduras y, el segundo, conformada por las poblaciones de Nicaragua,
Costa Rica y Panama. En Colombia, investigaciones recientes realizadas con
morfometria tradicional, no soportan la hipotesis que propone a B. asper y B.
atrox como dos especies distintas (Hoyos et al., 2003). Sin embargo, si existen

diferencias en los efectos farmacolégicos y enzimaticos de sus venenos.




Saldarriaga et al. (2003), demostré que el veneno de B. asper de localidades
ubicadas en el Valle del Magdalena al occidente de la Cordillera de los Andes
presentan una mayor actividad letal, mayor efecto coagulante y mayor actividad
hemolitica indirecta, que el veneno de B. atrox procedentes del departamento del
Meta localizado al Oriente de los Andes en Colombia. Cabe mencionar que
factores como la variabilidad en la composicién del veneno, en la época
reproductiva y diferenciacién genética, son considerados con frecuencia en
estudios taxonémicos en serpientes para definir el nivel de subespecie o especie
(Zamudio y Greene, 1997).

Entre los diversos estudios dirigidos a establecer las relaciones filogenéticas,
entre diferentes especies de viboras de fosa neotropicales, seis de ellos han
incluido en sus andlisis filogenéticos una secuencia de B. asper de origen
mesoamericano (B. asper de Belice, Wiister et al., 2002a; Wiister et al,, 2002b; y B.
asper de Costa Rica, Parkinson, 1999; Sasa y Barrantes, 1998; Parkinson et al.,
2002a; Castoe y Parkinson, 2006). En todos los estudios, excepto en Parkinson
(1999), los autores sugieren una relacion de grupo hermano entre B. asper y las
especies que conforman el grupo atrox.

En conclusion, la historia taxonémica de B. asper ha sido compleja y sus

relaciones filogenéticas dentro del género Bothrops especificamente con el grupo




atrox atin no estén definidas. Por lo tanto para esclarecer la historia evolutiva de
este género, es necesario Ilevar a cabo estudios moleculares mas integrales, en
los cuales se incorpore un niimero mayor de individuos y se utilicen caracteres
moleculares derivados de secuencias de DNA completas. Ademas, es necesario
el desarrollo de nuevas y més sofisticadas herramientas analiticas para inferir

patrones filogenéticos

1.2. Aspectos taxonémicos, ecolégicos, biologicos y toxinologicos de Bothrops
asper

Bothrops asper pertenece a la familia Viperidae, subfamilia Crotalinge. Esta
especie presenta una larga historia de cambios taxonémicos, lo cual no es
sorprendente debido a su distribucion amplia en la regién Neotropical y a su
caracter conspicuo (Sasa et al., 2009). En 1884, Garman describid la especie como
Trigonocephalus asper procedente de la localidad de Obispo, Darién, Panama.
Miiller (1885) registrd Blothrops] atrox septentrionalis de una localidad
desconocida, presumiblemente de Costa Grande (en Guatemala, de acuerdo con
Stuart, 1963). Posteriormente, Cope (1876, 1887) reconocid la especie como un
sinénimo de Bothrops atrox y durante las proximas 6 décadas, la mayoria de los

investigadores siguieron la propuesta de Cope (ver Amaral 1924, 1929; Picado,




1931; Axtell y Wasserman, 1953; Alvarez del Toro, 1960; Hirth 1964; Schitti y
Kramer, 1993). Autores como, Taylor (1954) vy Smith y Taylor (1945),
reconocieron a B. asper como subespecie de B. atrox de América del sur. El
trinomio Bothrops atrox asper fue adoptado principalmente por investigadores en
los efectos clinicos y toxinoldgicos del veneno de esta especie (Jiménez-Porras,
1964). La nomendlatura binomial aceptada actualmente para esta especie es
Bothrops asper (Campbell y Lamar, 1989, 2004; McDiarmid et al., 1999), la cual
fue asumida después de los trabajos de Hoge (1966), Peters y Orejas-Miranda
(1970), Burger (1971) y Bolafios (1984).

Etimoldégicamente, el nombre de Bothrops asper proviene del griego bothros
(masculino) que hace referencia a la foseta termoreceptora ubicada entre el ojoy
el orificio nasal (Campbell y Lamar, 2004) y el nombre de la especie deriva del
Latin asper (spera), probablemente como una referencia a las escamas quilladas
(Campbell y Lamar, 2004).

Los nombres comunes de esta especie difieren de acuerdo al lenguaje, region,
tamafio de la serpiente y patrén de coloracion: terciopelo usado en Nicaragua,
Costa Rica y Panamé, en relacién a la apariencia aterciopelada que presenta su
piel en época de post muda; rabo Amarillo, es usado en América Central y

Colombia por la punta brillante de la cola de color amarillo de los machos recién




nacidos; barba amarilla es usado en América central y Colombia en referencia a
la coloracién cremosa de las labiales superiores que contrastan con el color
oscuro de la cabeza; tiznada en Costa Rica y Panama debido al color oscuro del
cuerpo; toboba real usado en Costa Rica para individuos de gran tamafio; nauyaca
(a Nahuatl) usado en México y Guatemala, su significado es “cuatro narices”, en
alusion a las fosas nasales y las fosetas loreales o termoreceptoras ( Campbell y
Lamar, 2004); equis (“x”), usada en Panama, Colombia, Ecuador y Venezuela,
haciendo alusion al patrén en zig-zag de las manchas corporales y lineas de la
vista dorsal; pudridora usado en Ecuador y Colombia en referencia a la necrosis
inducida por su veneno (ver una lista mas amplia de nombres vernaculares en
Campbell y Lamar, 2004).

Bothrops asper es una serpiente de gran tamafio (longitud maxima registrada
de 250 cm), con una evidente variacion morfoldgica en caracteres meristicos
externos. Esta especie, presenta dimorfismo sexual y las hembras son
significativamente mas grandes, con un mayor NUMero de hileras de escamas
dorsales del medio cuerpo, y una menor cantidad de escamas subcaudales que
los machos. La coloracién dorsal es café, oliva, o gris ¥ el vientre es
generalmente crema, inmaculado o con manchas oscuras. Presenta una banda

estrecha postorbital oscura (1-2 escamas de amplitud), la cual se extiende desde
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la parte posterior del del ojo hasta el angulo del hocico (Figura 1.2 Ver mayor
descripcién en Campbell y Lamar, 2004).

En la regién Neotropical, Bothrops asper presenta una distribucion continua
desde la vertiente Caribe de Tamaulipas (México), a través de las tierras bajas
del Caribe (Flores-Villela et al., 1987) incluyendo la Peninsula de Yucatan (Lee,
1996; Campbell, 1998), America Central (Wilson y Myers, 1985; Savage 2002),
noroccidente de Colombia, Trinidad y Venezuela. Sobre la vertiente Pacifica, B.
asper presenta una poblacién disyunta en el occidente de Chiapas y Guatemala
(Alvarez del Toro, 1960; Campbell and Vannini, 1989). En la region
noroccidental de Costa Rica, esta especie atraviesa hacia el Pacifico en zonas de
clevaciones moderadas de la Cordillera de Guanacaste (Solérzano, 2004), y se
distribuye ampliamente desde las tierras bajas del pacifico Central de este pais,
hacia el sur y a lo largo de la vertiente pacifica de los Andes en Colombia y
Ecuador hasta el extremo norte de Pert1 (Peters y Orejas-Miranda, 1970; Freire-
Lascano y Kuch, 1994) (Figura. 1.3). Las poblaciones insulares de B. asper
incluyen la Isla Violines (Costa Rica), Gorgona (Colombia) y Trinidad.

Bothrops asper tiene una distribucién amplia en tierras bajas (0 a ~600 m), sin
embargo en Mesoamérica y al noroccidente de América del Sur (Colombia y

Ecuador), hay registros de esta especie en un rango altitudinal moderado (600 a
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Figura 1.2. Ejemplar hembra de Bothrops asper procedente de la localidad de Puerto

Berrio (Antioquia, Colombia).

1,300 m). En Mesoamérica, el maximo registro altitudinal es de 1,500 m (Costa
Rica: Alto Telire en el Caribe de Talamanca) y en América del Sur, la altitud
méxima registrada es de 2,640 m en Colombia (Campbell y Lamar, 2004) y 1,500
m en el Chimborazo, Ecuador (Freire-Lascano y Kuch, 1994). Aunque la

“Terciopelo” habita principalmente en ambientes hiimedos (Figura 1.4), es
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Figura 1.3. El drea sombreada representa la distribucidn geografica de Bothrops asper en

la region N;aotropical (4rea de distribucién basada en Campbell y Lamar, 2004).

posible encontrarla en la mayoria de las zonas de vida localizadas a bajas y
medias elevaciones, excluyendo las zonas que tienen periodos secos estacionales
(Campbell y Lamar, 2004). En bosques secos 0 deciduos, esta especie se resiringe

principalmente a vegetacion riparia y siempre verde, a lo largo de rios

permanentes los cuales constituyen un refugio durante periodos secos (Freire-

13




Figura 1.4. Bosque himedo. Estacion Biologica “La Selva”, Costa Rica.

Lascano y Kuch, 1994). Esto ocurre en el noroccidente de Costa Rica y en la costa
caribe en Colombia (Campbell y Lamar, 2004). La dieta de B. asper quizas refleja
oportunismo y exhibe una gran plasticidad en el uso de sus recursos (Sasa et al.,
2009). Esta especie consume una gran variedad de tipos de presas, siendo las
mas importantes los roedores, las aves y los anfibios, y en menor frecuencia
centipedos, lagartos, serpientes y peces, principalmente como dieta de los

especimenes juveniles (Boada et al, 2005). Bothrops asper, emplea diferentes
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tacticas depredatorias segn el tamafio, fuerza, comportamiento defensivo y
nivel de amenaza de la presa. Los especimenes adultos asechan sus presas en la
noche (cuerpo enroscado y la cabeza Jevantada en un angulo de 45°%; Greene,
1992). La serpiente permanece inmovil en esta posicion hasta que detecta una
presa potencial (Sasa et al,, 2009). En el caso de juveniles, el asecho también es
una tactica depredatoria, sin embargo existen reportes de terciopelos cazando
ranas a ras del suelo del bosque (Sasa et al., 2009).

Bothrops asper es una serpiente con poca vagilidad. La mayor parte de sus
movimientos consisten en cortas distancias (<10m) entre el refugio diurno y los
sitios de asecho nocturno. Sin embargo, se han observado desplazamientos a
mayores distancias en busqueda de diferentes sitios para obtener alimento
(>50m). Estos recorridos a distancias mayores incluyen atravesar nadando rios
de 60m de ancho (Sasa et al., 2009).

Esta especie debido a su gran tamario y a su potente veneno s un adversario
imponente ain para el depredador mds fuerte. Entre los depredadores que
consumen terciopelos adultos los mas conocidos son la musarafia (Soricidae) y
Clelia clelia (Colubridae). C. clelia, es un coliibrido opistoglifo que utiliza su
veneno y un fuerte mecanismo de constriccién para someter a grandes

serpientes, entre ellas B. asper. Desde su nacimiento, la musarahia posee en su
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plasma inhibidores de toxinas que neutralizan los componentes mas toxicos del
veneno de B. asper (Cerdas y Lomonte, 1982). Otros depredadores incluyen aves
rapaces como halcones (Herpetotheres cacchinans), el gavilan tijerilla (Elanoides
forficatus), y el gaviléin patas largas (Geranospiza caerulescens). Ademads,
mamiferos como zorrillos (Conepatus mesoleucus), el coati (Nasua nasua y N.
narica), y el mapache (Procyon lotor) (Sasa et al., 2009).

En la regién Neotropical, Bothrops asper es la serpiente venenosa mds
importante desde el punto de vista epidemiologico, debido a su potente veneno
y alta capacidad de adaptacién a los ambientes fragmentados cerca de los
asentamientos humanos (Campbell y Lamar, 2004). El veneno de esta especie
induce un cuadro fisiopatoldgico complejo, el cual se caracteriza por efectos
locales y sistémicos como edema, mionecrosis, hemorragia, desfibrinacion,
choque y nefrotoxicidad (Otero et al., 1992; Gutiérrez, 1995). Estudios previos
han demostrado variabilidad geogréfica y ontogénica (Saldarriaga et al., 2003)

en los componentes y efectos clinicos de su veneno.
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1.3. Historia geoldgica del area de distribucién de Bothrops asper en la region
Neotropical (Mesoamérica y noroccidente de América del Sur) e implicancia
en su posible origen y patrén de distribucion.

Bothrops asper es un componente biogeografico importante dentro de la
regién Neotropical por su distribucidn amplia en dreas con una historia
tecténica y geolégica compleja (Savage, 2002). La geografia de Mesoamérica y el
noroccidente de América del sur es el resultado de la interaccion de cuatro
grandes placas y varios bloques tectonicos (Iturralde-Vinent, 2006; Marshall,
2006). Determinar los eventos histdricos implicados en la conformacion de la
biodiversidad actual del Neotropico es complicado debido a los cambios
fisiograficos que han ocurrido en esta regién desde el Cretacico. No obstante los
avances en las investigaciones en las décadas pasadas, los detalles de la historia
geol6gica de esta region atin estdn fragmentados y son controversiales (Coney,
1982 ;Tturralde-Vinent, 2006; Mann et al., 2006).

La Depresién de Nicaragua es un graben prominente {fosa tectonica)
formado por una zona de afallamiento a través de El Salvador, Nicaragua 'y el
norte de Costa Rica, en la cual yace y aflora material litoldgico
predominantemente volcanico terciario y cuaternario (Marshall, 2006). Esta

regién separa dos masas de tierras altas, las tierras altas del bloque Chortis al
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norte (Honduras y Nicaragua), y las tierras altas de la porcién baja de América
Central (Costa Rica y Panamd). La evidencia geologica sugiere que existio una
separacién marina entre las tierras altas de Chortis y la porcién baja de Ameérica
Central durante el Mioceno y la mayor parte del Plioceno (Coates y Obando,
1996; Tturralde-Vinent, 2006). La depresion de Nicaragua ha sido identificada
como una de las mayores causas de separacion filogeografica para taxa como
ranas (Savage, 1987, Duellman, 1999), Salamandras (Parra-Olea et al., 2004),
serpientes (Savage, 1982; Cadle, 1985), plantas, insectos y peces (Marshall y
Liebherr, 2000; Halas et al., 2005).

La orogénesis del sistema montafioso de América Central posiblemente
ocurrié de norte a sur (Savage, 1982; Coates y Obando, 1996). La Cordillera de
Talamanca estd ubicada en la zona baja de Mesoamérica (Costa Rica) y su
orogénesis ocurrié probablemente en el Mioceno tardio o inicios del Plioceno (8-
5 m.a.) y terminé durante el Plioceno con el cierre del Istmo de Panama, hace
aproximadamente 3.5 a 3.0 m.a (Coates y Obando, 1996). Esta conexion permitié
el intercambio entre la biota de América Central y América del Sur,
favoreciendo la dispersién a gran escala de la fauna terrestre, fenémeno
conocido como “El Gran Intercambio Bidtico Americano (GABI) (Coates y

Obando, 1996; Webb y Rancy, 1996). Un aspecto interesante de la biogeografia
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Neotropical es la posible dispersién entre América Central y América del Sur,
durante periodos de separacién marina (pre-istmico) de multiples grupos
taxondmicos, principalmente anfibios y reptiles (Hanken y Wake, 1982; Estes y
Baez, 1985; Vanzolini y Heyer, 1985; Cadle, 1985; Bermingham y Martin, 1998;
Weigt et al., 2005; Wang et al., 2008). La dispersion de los reptiles entre América
Central y América del Sur probablemente ocurrié a través de la cadena de islas
que conformaban el drea que hoy ocupa la porcién baja de América Central
(Zamudio y Greene, 1997). Segtiin Wiister et al. (2002a) el ancestro que originé al
género Bothrops ingresé a América del Sur probablemente durante el Mioceno
(entre 23 y 10 millones de afios atrds), utilizando el puente terresire que se
habria formado entre América Central y del Sur. Dicho ancestro "Protobothrops”
habria dado origen a todas las especies de Bothrops, de las cuales solo B. asper,
colonizé América Central después del levantamiento del Istmo de Panama.

En Colombia, la Cordillera de los Andes se divide en tres ramales
(Cordilleras Occidental, Central y Oriental) separados por las cuencas
sedimentarias de los rios Cauca y Magdalena (Gregory - Wodzicki 2000). Los
levantamientos andinos del Mioceno, fueron mas intensos en la Cordillera
Central, y culminaron durante el Plioceno entre 2 y 5 m.a (Gregory - Wodzicki,

2000). Segnn este autor, la altura actual de esta Cordillera fue alcanzada hace 2.7
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m.a. (a una tasa del orden de 0.5-3 mm/ano). El levantamiento de la Cordillera
Central en Colombia inicia la separacién de la cuenca del rio Magdalena y la del
Amazonas, evento que tuvo consecuencias directas en la evolucion de
numerosas especies hoy conocidas como transandinas, las cuales habitan en la

regién oriental de los Andes (Gregory- Wodzicki, 2000).

1.4. Metodologias utilizadas en los estudios de variabilidad genética, con
énfasis en marcadores moleculares y estimacion de tiempos de divergencia en
linajes de serpientes Neotropicales.

Las metodologias filogeograficas constituyen una herramienta poderosa,
para dilucidar patrones geograficos contemporaneos de subdivision evolutiva a
nivel intra e inter-especifico (Avise et al.,, 2000). EI campo de la filogeografia
molecular ha progresado en forma considerable con el desarrollo de técnicas de
laboratorio basadas en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y el uso
frecuente de marcadores moleculares de origen mitocondrial (Avise et al., 2004).
Los datos moleculares pueden diferenciar linajes genéticos que presenten
convergencia morfolégica con historias evolutivas distintas. Esto permite la
reconstruccidén de componentes histéricos o filogenéticos como radiaciones

recientes, cuellos de botella o expansiones en poblaciones estructuradas

20




(Ursenbacher et al., 2008). A partir de la década de los 90 se ha acumulado gran
cantidad de estudios filogeograficos que involucran muchos taxa, desde
invertebrados hasta plantas superiores, asi como diferentes marcadores y
técnicas moleculares. Estos estudios han sido realizados principalmente en
invertebrados (207 publicaciones en PubMed), mamiferos (207 publicaciones en
PubMed), aves (64 publicaciones en PubMed) y peces (109 publicaciones en
PubMed). Con respecto a los reptiles, la mayor parte de los estudios
filogeograficos han sido realizados en lagartos y en serpientes, con 44 y 23
publicaciones en PubMed, respectivamente.

Parte de la historia del surgimiento de la filogeografia viene entrelazada no
sélo con el desarrollo de técnicas moleculares, sino del conocimiento de la
molécula de DNA mitocondrial (mtDNA). Dong y Kumazawa (2005)
secuenciaron completamente el genoma mitocondrial de seis especies de
serpientes (Acrochordus granulatus, Boa constrictor, Cylindrophis ruffus, Dinodon
semicarinatus, Leptotyphlops dulcis, Ovophis okinavensis, Piton regius y Xenopeltis
unicolor) e identificaron 13 ARN mensajeros, 2 ARN ribosomales y 22 ARN de
transferencia (un total de 37 genes codificantes). Ademds, la duplicacién de la

region control y la translocacion de tRNALew,
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Los genes mitocondriales Citocromo b, ND4, tRNA, ND2, 125, 16S y region
control, son los marcadores moleculares que se utilizan con mayor frecuencia en
los estudios filogeograficos en serpientes (Zamudio y Greene, 1997; Burbrink et
al., 2000; Pook et al., 2000; Parkinson et al., 2000; Janzen et al., 2002; Carranza et
al, 2004; Wiister et al., 2005a; Kuch et al, 2005; Ursenbacher et al., 2006;
Grazziotin et al., 2006; Lukoschek et al., 2007: Huang et al., 2007; Wiister et al.,
2007; Burbrink et al., 2008; Ursenbacher et al., 2008; Fontanelia, 2008; Mulcahy,
2008). Es importante mencionar que los estudios genéticos se han hecho casi en
su totalidad con DNA mitocondrial, aunque el uso de haplotipos nucleares es
cada vez mas frecuente y exitoso conforme se han desarrollado las técnicas
moleculares y de interpretacion. En serpientes, los genes nucleares han sido
poco utilizados en estudios filogeograficos y su uso ha sido m4s frecuente en
estudios filogenéticos a nivel inter-especifico (Lawson et al, 2005; Vidal y
Hedges, 2005; Sanders et al., 2008 ; Alfaro et al., 2008).

Actualmente, se han desarrollado métodos filogenéticos basados en técnicas
bayesianas, que incorporan conjuntos de datos multigénicos para reconstruir
filogenias de secuencias divergentes. Estos métodos son interesantes porque
incorporan modelos probabilisticos de sustitucién de DNA, que podrian

disminuir el riesgo de interpretar en forma errénea la complejidad de la
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evolucién del DNA (Huelsenbeck y Crandall, 1997). Los conjuntos de datos
multigénicos quizds contienen particiones que evolucionan bajo diferentes
modelos o patrones de evolucién. En estos casos, un solo modelo quizds no
capture toda la informacién encontrada en el conjunto de datos, incrementando
el error de identificar las sustituciones con alta probabilidad de cambio (y
homoplasia), contra substituciones con baja probabilidad de cambio (con mayor
probabilidad de presentar sefial filogenética) (Castoe y Parkinson, 2006). Hay
varios estudios filogenéticos que han demostrado que el uso de particiones bajo
diferentes modelos de sustitucién nucleotidica, pueden extraer sefiales
filogenéticas adicionales de los datos, especialmente con secuencias con una
saturacién alta en el nivel de sustitucion de pares de bases (Castoe et al., 2004,
2005; Castoe y Parkinson, 2006}

El uso de secuencias de DNA para estimar el tiempo de eventos evolutivos
cada vez se hace més frecuente. Al comparar secuencias homdlogas, el nimero
de diferencias en las bases a partir de un ancestro comun, es un estimador del
tiempo de divergencia entre linajes (Zuckerkandl y Pauling, 1965), por lo que la
filogeografia emplea estimaciones del reloj molecular, ya sea de DNA
mitocondrial o de marcadores nucleares. La hipdtesis del reloj molecular fue

descrita a mediados de los 60 por Zuckerkandl y Pauling (1965) se ha utilizado
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para datar patrones y procesos de evolucién (Magalldén, 2004; Renner, 2005;
Rutschmann, 2006; Sanderson et al., 2004; Welch y Bromham, 2005). Esta
hip6tesis parte del supuesto que los genes evolucionan siguiendo tasas
constantes a través del tiempo y entre los diferentes linajes. De esta manera se
pueden desarrollar escalas de tiempo para datar eventos evolutivos a partir de
un punto de datacién conocido (p.e. registro fosil o evento geoldgico). Evidencia
reciente sugiere que la tasa de evolucién molecular puede variar
considerablemente entre diferentes organismos, cuestionando el concepto de
“reloj molecular. Si el supuesto de una tasa constante no es a través de todo el
arbol, la inferencia filogenética y la estimacién de los tiempos de divergencia
pueden ser mal interpretados, a menos que la tasa de heterogeneidad entre
linajes sea tomada en consideracion (Yoder y Yang, 2000). E1 LRT (Likelihood ratio
test) es un método para comprobar si los datos se ajustan a 1a hipdtesis de reloj
molecular, y por tanto, si las tasas evolutivas son constantes entre las diferentes
regiones amplificadas y a través de los diferentes taxa.

Actualmente, han sido desarrollados varios métodos que no prestiponen la
hipétesis de reloj molecular (Cutler 2000; Aris-Brosou y Yang 2002; Thorne y
Kishino, 2002). Thorne et al. (1998) y Thorne y Kishino (2002) implementaron un

método basado en estadistica bayesiana que utiliza modelos probabilisticos para
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describir los cambios en la tasa evolutiva a través del tiempo, utilizando el
procedimiento de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para calcular a
posteriori la distribucion de las tasas evolutivas y los tiempos de divergencia de
cada nodo del 4rbol. Ademéds, permite el uso simultdneo de diferentes
pardmetros evolutivos para cada conjunto de datos y la utilizacion de diferentes
puntos de calibracién con registros fésiles en el 4rbol filogenético, creando lo
que se conoce como reloj local (Yoder y Yang, 2000). En serpientes,
especificamente la familia Viperidae cuenta con registros fosiles publicados en la
literatura (Parmley y Holman, 2007; Holman, 2000; Castoe et al., 2007), lo cual ha
facilitado el uso de este método de estimacién de tiempos de divergencia entre
diferentes linajes de serpientes tales como la familia Boidae (Noonan y
Chippindale, 2006), el complejo Bothrops jararaca (Viperidae; Grazziotin et al.,
2006), el complejo Naja nigricollis (Elapiae; Wiister et al., 2007) y la Boa rosada

(Lichanura trivirgata; Wood et al., 2008).

1.5. Planteamiento de objetivos e Hipdtesis
En el contexto de la historia geoldgica compleja de la region Neotropical y
dado que, B, asper presenta una distribucién amplia en esta region, se realizo un

estudio de la variabilidad genética y morfol6gica de B. asper. Para los analisis
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filogenéticos fueron obtenidas muestras que representan la mayor parte de su
rango de distribucién en Mesoamérica y en el nor-occidente de América del Sur.
Ademés, fueron incluidas como grupo interno secuencias de las especies que
conforman el grupo atrox, debido a que las relaciones filogenéticas entre este
grupo y B. asper ain no estan definidas.

Con base en el andlisis de caracteristicas morfologicas, ecoldgicas,
distribucionales, antecedentes histéricos sobre la orogénesis del drea de
distribucién de la especie (Coates y Obando, 1996; Gregory - Wodzicki, 2000) y,
de las investigaciones previas sobre las relaciones filogenéticas entre el grupo
atrox y B. asper (Wiister et al., 2002a; Wiister et al., 2002b), nosotros planteamos
las siguientes hipotesis:

Antecedente bibliografico: El género Bothrops es de origen suramericano y
los eventos geoldgicos ocurridos en el terciario tardio en la region Neotropical
(emergencia del Istmo de Panamd) influyeron sobre la dispersion de B. asper
(Wiister et al., 2002b). Hipétesis: Las poblaciones que habitan Mesoamérica
constituyen linajes més derivados que las poblaciones procedentes del
noroccidente de América del Sur.

Antecedente bibliografico: Bothrops asper es una especie ampliamente

distribuida, presenta poca vagilidad y se encuentra principalmente en un rango
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altitudinal menor a 1200 m (Campbell y Lamar, 2004; Sasa et al, 2009).
Hipétesis: A lo largo de su rango de distribucidn, B. asper presenta alto grado de
estructuracién poblacional en 4reas bordeadas por barreras geograficas.
Hipétesis: El tiempo de divergencia enire las distintas poblaciones estd en
correspondencia con la historia geoldgica de la region.

Antecedente bibliografico: Bothrops asper constifuye una especie con alta
variacién en caracteres meristicos (Sasa, 2002) y se distribuye en zonas con
cordones cordilleranos asociados (distribuciones alopatricas) (Campbell y
Lamar, 2004). Hipétesis: La variacién morfologica de B. asper a lo largo de su
rango de distribucién es explicada por la divergencia genetica entre las
poblaciones alopatricas.

Los objetivos de este estudio fueron: 1) Establecer las relaciones filogenéticas
entre las especies que conforman el grupo atrox y B. asper procedente de
Mesoamérica y del norte de América del Sur. 2) Determinar si B. asper muestra
un patrén filogeografico concordante con los atributos fisiograficos presentes en
su rango de distribucién. 3) Establecer el origen y ruta de colonizacién de B.
asper utilizando caracteres moleculares. 4) Determinar la variacién morfoldgica
de B. asper en su rango de distribucién. 5) Establecer una correlacion de la

variacién morfolégica encontrada con el patrén filogeografico, y finalmente, 6)
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Evaluar la implicancia de factores ambientales en el patrén de variacion
morfologico observado.

En el analisis molecular fueron utilizadas dos aproximaciones: (1) analisis
filogenético, y (2) estimacién de tiempos de divergencia mediante la calibracion
con fésiles. Este analisis es parte del capitulo II. En el anélisis morfologico se
construyé una matriz de datos con nueve caracteres meristicos que mostraron
variabilidad en el trabajo de Sasa (2002) y fueron medidos en individuos
procedentes de diferentes localidades de Mesoamérica y Colombia. Los
especimenes fueron agrupados y comparados mediante técnicas de estadistica

no paramétrica univariada y multivariada. Este andlisis es parte del capitulo IIL.
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Resumen
La vibora de fosa Bothraps asper es un componente importante de la regién Neotropical.
Esta especie es un excelente modelo de estudio para investigar patrones historicos de
diversificacién, por su amplia distribucion en una region biogeografica que presenta
una historia tecténica y geolégica compleja, debido a la interaccién de cuatro grandes
placas y varios bloques tectonicos. Adicionalmente, es Ja especie mds importante desde
el punto de vista médico por su potente veneno con capacidad de infligir mordeduras
fatales a humanos. Nuestros objetivos fueron: 1) Establecer las relaciones filogenéticas
entre las especies que conforman el grupo atrox y B. asper procedente de Mesoamérica y
del norte de América del Sur. 2) Determinar si B. asper muestra un patrén filogeografico
concordante con los atributos fisiograficos presentes en su rango de distribucion, y 3)
Establecer el origen y ruta de colonizacién de B, asper utilizando caracteres moleculares.
Las filogenias con genes mitocondriales mostraron seis linajes divergentes y
concordantes con los rasgos fisiogréficos. Las fechas de divergencia estimadas sugieren
que los grupos de Mesoamérica divergieron durante el Plioceno, mientras que los
grupos del notoccidente de América del Sur son Pleistocénicos, con un nivel de
divergencia genética entre linajes menor que la encontrada entre los grupos
mesoaméricanos. Los resultados sugieren un origen de B. asper en mesoamérica y una
especiacién alopétrica de las poblaciones de Mesoamérica Caribe. Palabras clave:

Bothrops asper, Regién Neotropical, grupo atrox, Plioceno, especiacion alopatrica.
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Introduccién

La region Neotropical presenta una historia geomorfolégica compleja,
estando conformada por cordilleras y serranias de diferente origen geologico
(Iturralde-Vinent, 2006; Marshall, 2006). Eventos geoldgicos y climaticos como la
orogénesis de las tierras altas de México y América Central, iniciados desde el
Oligoceno hasta el Pleistoceno (Iturralde-Vinent, 2006; Savage, 2002), el
Jevantamiento de la Cordillera de los Andes del Norte (Gregory-Wodzicki, 2000)
y la emergencia del Istmo de Panama (Coates y Obando, 1996) durante el
Terciario tardio; ademds, de los cambios climéticos y de la vegetacion (Potts y
Behrensmeyer, 1992) y las transgresiones marinas (Haq et al., 1987; Nores, 2004)
durante el Plio - Pleistoceno, han sido considerados como factores clave en la
diversidad y el patrén de distribucién actual de muchos grupos taxonémicos
(Whitmore y Prance, 1987; Hughes y Eastwood, 2006; Haffer, 1967; Marshall y
Sempere, 1993).

Aungue existen diferencias entre los autores en la edad del cierre definitivo
del Istmo de Panamd, la cifra mas aceptada es de 3.5 a 3.1 m.a. (Coates et al,,
1992: Collins et al., 1996; Anderson, 2001). Este puente intercontinental, permitié
la expansién y diversificacién de linajes enire continentes, particularmente de

especies de gran vagilidad como mamiferos terrestres (Marshall et al,, 1982;
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Webb y Rancy, 1996). Un aspecto interesante de la biogeografia Neotropical, es
l.a posible dispersi6n entre América Central y América del Sur, durante periodos
de separacién marina de multiples grupos taxonémicos, principalmente anfibios
y reptiles (Hanken y Wake, 1982; Estes y Baez, 1985; Vanzolini y Heyer, 1985;
Cadle, 1985; Bermingham y Martin, 1998; Weigt et al., 2005; Wang et al., 2008),
incluyendo el ancestro de las viboras de fosa que originé al género Bothrops
(Wiister et al., 2002a). Mediante el uso de cuatro genes mitocondriales Wiister et
al. (2002a) sugirieron que América del Sur fue invadida por al menos cuatro
linajes independientes de viboras de fosa, Bothriechis schlegelli, Crotalus durissus,
Porthidium y el ancestro de Bothrops, el cual segin los autores present6é una
colonizacién pre-istmica durante el Mioceno (~10 a 23 m.a) desde América
Central hacia América del Sur, lugar en donde se diversific en los diferentes
linajes que hoy conocemos.

El género Bothrops, esta conformado por 37 especies de serpientes venenosas
con una distribucién amplia en la regién Neotropical, principalmente en
Ameérica del Sur, al este de la Cordillera Oriental de los Andes del Norte y al sur
de la Amazonia (Campbell y Lamar, 2004). Deniro de este género, B. asper es la
{inica especie cuyo rango de distribucién va desde el norte de América del Sur

hasta México en la regién de Tamaulipas (Figura 2.1). La distribucién geografica
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de B. asper comprende principalmente las tierras bajas en los bosques hiimedos
de Mesoamérica y el norte de América del Sur. B. asper presenta una
distribucién continua desde el sur de México por el Caribe hasta la region del
Chocd-Darién en el Pacifico de Colombia. En el Pacifico, se encuentra en las
tierras bajas de Chiapas (México) y Guatemala, a lo largo del Pacifico Central y
Sur de Costa Rica. En Panamd, B. asper presenta una distribucién amplia en
localidades ubicadas en la region occidental, central y oriental en ambas costas
(Pacifico y Caribe) (Campbell y Lamar, 2004), excluyendo las zonas mas aridas
de la Peninsula de Azuero. En América del Sur, B. asper se distribuye
principalmente al occidente de la cordillera de los Andes, incluyendo la
vertiente Pacifica en Colombia y Ecuador, los valles inter-andinos y la region
Caribe en el norte de Colombia (Figura 2.1). Con respecto al origen y dispersion
de B. asper, solo existe la hip6tesis planteada por Parkinson et al. (2002a) y por
Guiberlet y Harvey (2004), en la cual sugieren un origen suramericano y una
ruta de dispersién sur-norte después de la emergencia del Istmo de Panama.
Bothrops asper es la serpiente venenosa de mayor importancia epidemioldgica
en el Neotrépico. Esta especie se caracteriza por su adaptacion en ambientes
afectados por la urbanizacién, la deforestacion, la contaminacion, la agricultura

y la ganaderia (Cisneros-Heredia y Touzet, 2004; Campbell y Lamar, 2004),
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ademés por su potente veneno con capacidad de infligir mordeduras fatales
(Otero et al., 1992; Gutiérrez, 1995; Otero et al., 1996). Por lo anterior, el interés
en esta especie se ha centrado en los trabajos que en los diversos campos de la
medicina, farmacologia y toxinologia se han publicado en las dos ultimas
décadas (> 233 publicaciones en PubMed [National Center for Biotechnical
Information]). Por el contrario, el conocimiento sobre la diversidad genética e
historia evolutiva de esta especie es muy pobre, en comparacion con la
produccién cada vez mayor de estudios filogenéticos en otras especies de
vipéridos (> 21 publicaciones en PubMed, género Trimeresurus, Malhotra y
Torpe, 2000; género Crotalus, Pook et al, 2000; Ashton y de Queiroz,
2001;Wiister et al, 2005a; Douglas et al, 2006; Castoe et al., 2007; geénero
Lacehesis, Zamudio y Greene, 1997; género Agkistrodon, Parkinson et al., 2002b;
género Atropoides, Castoe et al., 2003; género Bothriechis, Campbell y Smith, 2000;
género Porthidium, Lamar y Sasa, 2003; Castoe et al., 2005; otras especies del
género Bothrops, Puorto et al., 2001;Wiister et al., 2005b; Grazziotin et al., 2006).
Fn las dos tultimas décadas, seis estudios filogenéticos realizados en
diferentes especies de viboras de fosa neotropicales han incluido a B. asper en
sus andlisis (B. asper de Belice, Wiister et al., 2002a; Wiister et al., 2002b; y B.

asper de Costa Rica, Parkinson, 1999; Sasa y Barrantes, 1998; Parkinson et al,,
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2002a; Castoe y Parkinson, 2006). En todos los estudios, excepto en Parkinson
(1999), los autores sugieren una relacion de grupo hermano entre B. asper y las
especies que conforman el grupo atrox (B. atrox, B, marajoensis, B. leucurus, B.
moojeni y B. isabelae), el cual fue definido por Saloméo et al. (1997). Sin embargo,
las relaciones filogenéticas entre B. asper y el grupo B. atrox atin no estén bien
definidas.

En el contexto de la historia geoldgica compleja de la region Neotropical y
dado que, B. asper presenta una distribucién amplia en esta region, se llevo a
cabo un estudio filogeografico de las poblaciones de esta especie. Este estudio
fue realizado con muestras que representan la mayor parte de su rango de
distribucién, incluyendo una muestra representativa de las poblaciones de B.
asper distribuidas en Colombia. Esto constituye un aporte al vacio taxondmico
que existe en relacion al conocimiento de las relaciones filogenéticas de las
viboras de fosa que se distribuyen en este pais sudamericano.

Los objetivos de este estudio fueron: 1) Establecer las relaciones filogenéticas
entre las especies que conforman el grupo airox y las poblaciones de B. asper
procedentes de Mesoameérica y del norte de América del Sur; 2) Determinar si B.

asper muesira un pairdn filogeografico concordante con la orogénesis de la
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region Neotropical; y 3) Establecer el origen y ruta de colonizacién de B. asper,
utilizando caracteres moleculares.

Con base en el analisis de caracteristicas distribucionales, antecedentes
hist6ricos sobre la orogénesis del drea de distribucién de la especie (Coates y
Obando, 1996; Gregory - Wodzicki, 2000), de las investigaciones previas sobre el
origen del género Bothrops y las relaciones filogenéticas entre el grupo atrox y B.
asper (Wiister et al, 2002a; Wister et al, 2002b), nosotros planteamos las
siguientes hipdtesis: - Las poblaciones que habitan Mesoamérica constituyen
linajes mas derivados que las poblaciones procedentes del noroccidente de
América del Sur. - A lo largo de su rango de distribucién, B. asper presenta alto
grado de estructuracion poblacional en areas bordeadas por barreras
geogréficas. - El tiempo de divergencia entre las distintas poblaciones estd en
correspondencia con la historia geolégica de 1a region.

La metodologia utilizada en este estudio incluyé dos aproximaciones: (1)
analisis filogenético entre B. asper y las especies que conforman el grupo atrox
(grupo interno) y, (2) estimacién de tiempos de divergencia entre las diferentes

poblaciones mediante la calibracién con fésiles.
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Materiales y Métodos

Especimenes y muestreo

En este estudio fueron muestreados 76 especimenes procedentes de 44
localidades que cubren la mayor parte del rango de distribucién de B. asper
(Apéndice A y Figura 2.1). Sin embargo, las regiones Caribe y Pacifica en
Colombia estuvieron limitadas a un pequefio mimero de muestras por
localidad, mientras que muestras del Occidente y Centro de Panamd, Venezuela
y Trinidad no pudieron ser obtenidas (Apéndice A). Todas las muestras
utilizadas en este estudio provienen de las siguientes instituciones: Serpentario
de la Universidad de Antioquia (SUA), Museo de Herpetologia de la
Universidad de Antioquia (MHUA), Instituto Nacional de Salud, Bogota,
Colombia (INS), Instituto Clodomiro Picado, Costa Rica (ICP) y The Amphibian
and Reptile Diversity Research Center. En el caso de especimenes vivos
mantenidos en cautiverio, la informacién genealégica de cada individuo fue
obtenida de los registros de las colecciones de cada institucién, con el fin de

evitar incluir en el andlisis el mismo linaje mitocondrial més de una vez.
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Figura 2.1 Distribuciéon de las muestras de Bothrops asper en Mesoamérica y Sur
América. El area en color muestra la distribucién geografica basada en Campbell y
Lamar (2004). Los puntos representan las localidades de donde los especimenes fueron

secuenciados.

Muestras , genes, amplificaciéon y secuenciacion

El DNA gendmico fue extraido de muestras de tejido (escamas ventrales,
higado, sangre o exhubia) por el método de extraccion con sales (Jowett, 1986).
En este estudio fueron amplificados dos fragmentos de genes mitocondriales

mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): los partidores
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utilizados fueron ND4 y LEU (Arévalo et al., 1994) para amplificar un fragmento
del gen de la deshidrogenasa, subunidad 4 (NADH 4) ¥, para el gen del
Citocromo b (Cit b) fueron usados los partidores Gludg y AtrCB3 (Parkinson et
al,, 2002a). Para ambos genes, la reaccién de PCR se llevd a cabo en un voliimen
final de 25 pL: 2.0 uL de templado de DNA, 0.4 uL de cada oligonucleotido (10
uM), 2.5 pl. de buffer de reaccién (10X PCR), 0.25 HL de mezcla de dANTPs
(10mM), 1.0 pL de MgClz (50 mM), 0.2 uL de Taq polymerasa (5U/uL), v 18.25
HL de F20. El DNA fue inicialmente desnaturalizado a 94°C por 5 min y luego
fueron corridos 38 ciclos de amplificacién, con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion a 94°C por 40 s, 54°C de alineamiento por 40 s, y 72°C de
elongacion por 1 min, seguido por una elongacién final de 5 min a 72¢C. Para
veriticar el tamafio del producto, éste fue separado por electroforesis en geles de
agarosa al 1.0% tefiidos con bromuro de etidio. El producto amplificado fue
purificado mediante el Kit Qiaquick (Qiagen®) y secuenciado en ambas

direcciones usando el secuenciador automdtico ABI3730XL (Macrogen).

Seleccion de los grupos interno y externo

En este estudio fueron incluidas 11 secuencias correspondientes a las

especies que conforman el grupo atrox (Anexo 1; cinco secuencias publicadas en
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el GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html, y seis obtenidas
en este estudio) como parte del grupo interno, debido a que las relaciones
filogenéticas entre el grupo atrox y B. asper atin no estin definidas y los
antecedentes no permiten considerar a B. asper como un grupo monofilético.
Dado que en los analisis con datos moleculares un muestreo adecuado es un
factor importante (Linder et al., 2005), en este estudio se utilizaron 13 taxa como
grupos externos, los cuales fueron seleccionados de acuerdo a los resultados
obtenidos en los estudios filogenéticos realizados en viboras de fosa. Los grupos
externos fueron: Botlirocophias hyoprora y B. microphthalmus como grupo hermano
de los Bothropoides sur americanos (Bothrops alternatus, B. ammodytoides, B.
insularis, B. diporus, B. erythromelas, B. venezuelensis, B. colombiensis, Bothriopsis
bilineata, Bothriopsis taeniata. Wiister et al., 2002b; Castoe y Parkinson, 2006) y
secuencias de Bothrops de las Antillas Menores (B. caribbaeus y B. lanceolatus)

como taxa hermanas del grupo B. asper - atrox (Wiister et al., 2002b).

Exploracidn de los datos
Las secuencias de las hebras pesada y liviana de DNA fueron editadas en el
programa BioEdit versién 7.0 (Hall, 1999) y alineadas manualmente en el

programa GeneDoc (Nicholas y Nicholas, 1997). Con el fin de comprobar el
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origen mitocondrial de las secuencias de DNA obtenidas en este estudio, las
secuencias fueron analizadas de acuerdo a la metodologia propuesta por Triant
y DeWoody (2007), en la cual se consider6 lo siguiente: a) el origen del DNA
mitocondrial, que para este estudio fue obtenido de multiples tipos de tejido
(sangre, musculo, piel, escamas ventrales y exhubia), debido a que los
partidores pueden amplificar DNA mitocondrial en un tipo de tejido pero
inserciones nucleares de secuencias mitocondriales en otro; b) el alineamiento
con secuencias de especies relacionadas filogenéticamente como Gloydius
shedaoensis y con una relacién mds lejana como Iguana iguana; c) la traduccién a
proteinas con un marco de lectura completo para descartar la presencia de
inserciones, deleciones (indels), codones de termino que quizéds indiquen la
amplificacién de inserciones nucleares en el genoma mitocondrial (numts); d) el
patron de sustitucién tipico de genes mitocondriales, con tasas altas de
transicién /iransversién; e) la distancia genética p, para corroborar que las
distancias obtenidas se encuentran dentro de los rangos establecidos para el
nivel de especie y finalmente, e) se evalud el indice de saturacién en las
secuencias. Para ello se compard el indice de saturacién esperado (asumiendo
sattiracién) con el indice de saturacién observado en el programa DAMBE4.5.27

(Xia, 2001).
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A partir de las secuencias alineadas se analizé la composicién nucleotidica en
porcentaje (%) para cada una de las bases A, T, C y G en el programa Dambe*.
Ademés, mediante el programa DnaSp versién 4.10 (Rozas et al., 2003) se
calculd el nivel de diversidad haplotipica (H), y el niimero de sitios polimérficos
(5) para cada linaje obtenido en el andlisis filogenético (Ver resultados de la

filogenia).

Andlisis filogenético

El analisis filogenético de los datos fue realizado mediante los métodos de
Méxima Parsimonia (MP), Maximum Likelihood (ML) e Inferencia Bayesiana
(IB). Para comprobar si los fragmentos de DNA mitocondrial utilizados en este
estudio son congruentes filogenéticamente y por tanto si pueden ser
combinados para realizar una filogenia, fue utilizada la prueba de Diferencia de
la Longitud por Incongruencia (ILD, (Farris et al., 1995; Incongruence Length
Difference). La prueba ILD esta integrado en PAUP * versién 4.0b10 (Swoford,
2003) como prueba de Particién de Homogeneidad y est4 basado en métodos de
méxima parsimonia. El principio de esta prueba es que si existe incongruencia
filogenética entre los diferentes conjuntos de datos (particiones), 12 longitud de

los arboles serd menor cuando se conservan los caracteres en las particiones
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originales que cuando estdn repartidos de manera aleatoria. El programa
inicialmente determina las longitudes de los 4rboles més cortos para cada
conjunto de datos por separado y luego produce una suma de sus longitudes.
Posteriormente, los datos de los diferentes conjuntos son combinados y se hacen
particiones al azar en conjuntos de datos de la misma longitud que el original.
La suma de las longitudes de los arboles de los conjuntos de datos originales es
comparada con la de aquellos obtenidos a partir de los conjuntos de datos
obtenidos de forma aleatoria. Se parte de la hipdtesis nula que los conjuntos de
datos explican la misma historia evolutiva y por tanto que ambas particiones
comparten la misma distribucién. Existe incongruencia evolutiva y por tanto se
rechaza la hipétesis nula cuando encontramos una probabilidad baja, indicando
que ambas particiones pertenecen a distintas distribuciones de datos (p < 0,05).
De esta manera interpretaremos que la evolucién de cada uno de los conjuntos
de datos es diferente (Barker y Lutzoni, 2002).

Los analisis de MP fueron ejecutados en el programa PAUP* versién 4.0b10.
En todos los casos los caracteres se trataron como no ordenados y se les asigné
igual peso siguiendo a Broughton et al. (2000). Las biisquedas heuristicas fueron
conducidas con el algoritmo de “barrido de ramas” por “biseccién y reconexién

del arbol” (TBR) con adici6n aleatoria de taxa al rbol inicial (100 réplicas). Para
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comprobar la robustez de cada nodo obtenido en el 4rbol filogenético, se hizo un
andlisis de “bootstrap” no paramétrico (Felsenstein,1985) con la exclusién de
caracteres no informativos usando 1000 réplicas. Los valores de “bootstrap” son
interpretados como un estimativo relativo del soporte de los clados para un
conjunto de datos particular, pero no equivalentes a probabilidades estadisticas
(Efron et al., 1996). Para aceptar un nodo como respaldado desde el punto de
vista del bootstrap se seguira la sugerencia de valores por sobre el 70%, los que
corresponden a la probabilidad de 0.05, de acuerdo a Hillis y Bull (1993).

En este estudio se hicieron particiones de los datos para cada gen, debido a
que actualmente, hay evidencia que los modelos complejos de evolucién de
secuencias pueden extraer sefiales filogenéticas adicionales de los datos,
especialmente donde la saturacidn en la sustitucién de pares de bases es comiin
(Castoe et al., 2004, 2005; Castoe y Parkinson, 2006). Por consiguiente, en los
andlisis fueron utilizados diferentes modelos de evolucién de secuencias para
particiones bioldgicamente relevantes de los datos. En el caso de genes
mitocondriales que codifican para protefnas, las particiones m4s relevantes son
la primera, la segunda y la tercera posicién del codén, las cuales presentan
patrones diferentes de evolucién de secuencias (Wiister et al, 2007). El

programa MrModeltest version 2.2 (Nylander, 2004) fue usado para seleccionar
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el modelo de evolucion de secuencias mas apropiado para cada particién de
datos, Este programa considera solamente los modelos de substitucién
nucleotidica que estan disponibles actualmente en MrBayes v3.04b (Ronquist y
Huelsenbeck, 2003). Los modelos se seleccionaron de acuerdo al criterio de
informacion Akaike (Bos y Posada, 2005).

Los andlisis de ML fueron realizados en TREEFINDER version de Abril 2008
(Jobb, 2008). Los siguientes pardmetros fueron implementados para cada
particién de los datos: 1Cytb = HKY [Optimum, Empirical]: GI [Optimum]: 5,
2Cytb = HKY [Optimum,Empirical: I [Optimum]: 5, 3Cytb= GTIR
[Optimum,Empirical]: G [Optimum]: 5, IND4 = HKY [Optimum, Empirical]: G
[Optimum]: 5, 2ND4= GTR [Optimum, Empirical]: G [Optimum]: 5, 3ND4=
HKY [Optimum,Empirical]: G[Optimum]: 5. Adicionalmente, en este mismo
programa, se estimé la mayor tasa de substitucién para cada particién de los
datos. Finalmente, se realizé un “bootstrap” no paramétrico de 200 replicas,
para estimar la robustez de la reconstruccién filogenética con los mismos
modelos descritos anteriormente.

El andlisis de IB fue realizado en el programa MrBayes versién 3.0B4
(Ronquist y Huelsenbeck, 2003). Cada simulacién de cadenas de Markov

utilizando el método de Montecarlo (MCMC) fue hecho por duplicado, se
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corrieron 5.0 x 10° generaciones con cuatro cadenas de Markov (una fria y tres
calientes). Los parametros entre particiones fueron separados (cada particién
tiene su propio conjunto de pardmetros) y se asumidé que las particiones
evolucionan bajo diferentes tasas, usando el comando ratepr = variable. Los
métodos MCMC dependen de la convergencia de las cadenas de Markov en su
distribucién estacionaria. Una vez que se estabilizaron los valores de
probabilidad a posteriori de la cadena de Markov, se descartaron las muestras
iniciales previas a la estabilizacion de la probabilidad (burn in= 2.0 x 10¢
generaciones). A partir de este punto los drboles fueron muestreados cada 1000
generaciones. Se computé el consenso de mayoria (50%) incluyendo
componentes combinables e informacién sobre largo de las ramas, para todos
los &rboles muestreados posterior a la estacionalidad de las biisquedas. Nodos
retenidos en al menos 95% de las muestras (i.e. probabilidades posteriores) se

consideraron bien soportados.

Estimacion de los tiempos de divergencia
Para estimar el tiempo de los eventos cladogenéticos dentro del clado B.
asper-B. atrox, se utilizd un método de reloj molecular “relajado” que incorpora

la tasa de heterogeneidad basado en la estadistica bayesiana. Este método
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permite el uso simultdneo de diferentes parametros evolutivos para cada
conjunto de datos (Thorne et al, 1998; Thorne y Kishino, 2002), ademads, la
utilizacion de diferentes puntos de calibracién en el drbol filogenético creando
asi lo que se conoce como relojes locales (Yorder y Yang, 2000) para cada punto
de calibracion. Este andlisis fue realizado en el programa Multidistribute
(médulos PALM / multidivtime, Thorne et al., 1998; Thorne y Kishino, 2002) y se
realizd siguiendo el protocolo de Rutschmann (2004). Este método de datacidn
basado en la estadistica bayesiana, utiliza modelos probabilisticos para describir
los cambios en la tasa evolutiva a través del tiempo, utilizando el procedimiento
de cadenas de Markov (MCMC) para calcular a posteriori la distribucion de las
tasas evolutivas y los tiempos de divergencia de cada nodo del arbol.

En este andlisis se utilizé6 un 4rbol bayesiano con 70 secuencias, entre las
cuales se incluyeron linajes de Norte América, que fueron usados como puntos
de calibracién, pues tienen un registro f6sil publicado: el origen de Sistrurus a 9
ma. (Parmley y Holman, 2007), el origen de Agkistrodon piscivorus a 4.7 ma
(Holman, 2000), y el tiempo de divergencia estimado para Crotalus atrox/ruber, el
cual fue de 2.9 a 3.5 ma (Castoe et al., 2007) como limite inferior (L) y limite

superior de la edad del nodo, respectivamente.
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Los datos moleculares fueron particionados por gen (dos particiones) para
todos los andlisis. Los pardmetros evolutivos del modelo de substitucion
nucleotidica que mejor se ajustan a los datos fueron estimados usando el modelo
F84+I' para cada particion (Felsenstein, 1984; diferentes frecuencias
nucleotidicas, diferencia ts/tv, heterogeneidad evolutiva entre sitios). La
longitud de los brazos y la matriz de varianza covarianza fueron estimados para
el arbol obtenido en el andlisis bayesiano, usando el programa basem! (PALM;
Yang, 1997). El analisis bayesiano MCMC de 10.000 ciclos (muestreados cada
100 ciclos) seguido de un burn in de 100.000 ciclos, fue realizado en el programa
multidivtime (Thorne y Kishino, 2002) para calcular la distribucién a posteriori de
las tasas evolutivas de los nodos y de cada una de las ramas y los tiempos de

divergencia entre los taxa (Kishino et al., 2001; Thorne y Kishino, 2002).

Prueba de Mantel

La acumulacién de variacidn genética con un incremento de la distancia
geografica, fue evaluada mediante la asociacién entre matrices de distancia
genética (JC69) y distancia geografica (distancia Euclidiana, datos de latitud y

longitud) entre individuos. Este andlisis se evaludé con la prueba de Mantel,
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utilizando 10.000 permutaciones aleatorias con el programa Zt (Bonnet and Van

de Peer, 2002).

Resultados

Variacion de las secuencias

En este estudio se obtuvieron secuencias de DNA para los genes Cith y ND4
de 76 B. asper, 1 B. colombiensis, 1 B. venezuelensis, 2 B. atrox y 2 B. isabelae. El
alineamiento no fue ambiguo y las secuencias de aminocdcidos inferida no
mostraron codones de término, lo cual sugiere un origen mitocondrial de las
secuencias mas que inserciones nucleares (Zhang y Hewitt, 1996). El analisis ILD
no fue significativo (p = 0.54), lo cual permitié combinar las secuencias. El
alineamiento final de los genes concatenados fue de 1322 pares de bases, 696 de
Cit by 626 de ND4. Entre los taxa que conformaron el grupo interno (B. asper y

B. atrox) se contabilizaron 188 sitios informativos para parsimonia .

Andlisis filogenético
Los modelos de evolucién de secuencias seleccionados como dptimos por el
criterio de informacién Akaike (programa MrModeltest) para todos los datos y

para las seis particiones usadas en este estudio son mostrados en la Tabla 2.1.
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Estos modelos fueron asignados a cada particién de los datos en los andlisis de

ML e IB.

Gen PC Modelo Frec A Frec_.C Frec_G Frec T Pinvar PFG

Citb + ND4 GIR+I+I" 03132 03437 00993 02438 04729 0.9746

Citb 1 HKY+RI 03365 02591 01725 02318 04079 04493
2 HKY+I 0.2019 02692 (.1301 03988 0.8464 0.0000
3 GTR+C 03165 04721 0.0405 0.1709 0.0000 2.0482
ND4 1 HKY+I 0.3441 02885 0.1609 02065 0.0000 0.2592
2 GTR+ 0.1679 03101 01347 03874 0.0000 0.1617
3 HKY+I 04238 03695 0.0924 (0.1142 (0.0000 1.8892

Tabla 2.1. Modelos de Evolucién de las secuencias seleccionados por el criterio Akaike
Se muestran los resultados para todos los datos y las seis particiones utilizadas en el
analisis de IB. Abreviaturas: PC, Posicién del Coddn; Frec, Frecuencia; Pinvar,

Proporcién de sitios invariables ; PFG, Parametro de la forma Gamma .

Las relaciones filogenéticas estimadas entre especies y entre los grupos de B.
asper asignados por regiones geograficas fueron congruentes en los métodos de
ML e IB. El arbol de consenso de mayoria obtenido mediante el andlisis de MI?
mostrd diferencias con respecto a la ubicacion de algunos nodos de especies
distintas a B. asper, principalmente el nodo correspondiente a las especies del
grupo atrox (nodo B, Tabla 2.2, Figuras 2.2 y 2.3). Sin embargo los tres métodos
filogenéticos produjeron arboles con la misma topologia y soporte estadistico

similar (valores de bootstrap y/o probabilidad a posteriori) para los grupos
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conformados por los diferentes individuos de B. asper analizados, excepto para
los linajes 1y 2.

El andlisis de parsimonia produjo 100 arboles con el mismo valor de
parsimonia, con una longitud de 1179 pasos, un indice de consistencia de 0.4080
y un indice de retencion de 0.7918. Estos arboles mosiraron diferencias
tnicamente en la posicién de los taxa terminales dentro de cada grupo. En la
Tabla 2.2, se describen los nodos que corresponden a los grupos encontrados
para los individuos de B. asper. Es importante mencionar, que los nombres de
los grupos fueron dados de acuerdo con la region fisiografica a la cual
pertenecen. Mesoamérica se extiende de norte a sur desde el Istmo de
Tehuantepec (México) hasta las tierras bajas del Darién en Panama. Esta region
es dividida a su vez por la Depresion de Nicaragua en América Central Nuclear
(ACN) y América Central Istmica (ACI). La region de ACN se extiende desde el
sur de México al norte de Nicaragua y la region de ACI va desde el sur de
Nicaragua hasta Panama, la cual incluye la regidn Pacifica y Atlantica
(Campbell y Lamar, 2004). En el norte de América del Sur, los grupos fueron
nombrados de acuerdo con la ubicacion en las vertientes o valles originados por
las tres cordilleras que constituyen los Andes del Norte (Cordillera Occidental,

Cordillera Central y Cordillera Oriental).
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Los arboles obtenidos por los tres métodos de inferencia filogenética,
presentaron las siguientes caracteristicas (Figuras 2.2 y 2.3). La filogenia inferida
en los tres métodos utilizados, presenté un soporte estadistico alto a la relacion
de grupo hermano entre las Bothrops de las Antillas con el grupo conformado
por B. asper v las especies del grupo B. atrox (B. atrox, B. marajoensis, B. leucurus,
B. moojeni y B. isabelge) [100, 97, Soporte Bootstrap (SB: MP, ML)/1.00
Probabilidad a Posteriori (IB: PP)]. Con respecto al grupo interno (individuos de
B. asper y especies del grupo atrox), el andlisis filogenético recuperd una
politomia de tres linajes divergentes con un soporte estadistico alto,
representados en las Figuras 2.2 y 2.3 por los Nodos: B, E y L. El nodo B esta
conformado por las especies que han sido asignadas al grupo atrox (98, 100 SB/
1.00 PP). Este resultado soportd la monofilia de este grupo, pero no permitié
establecer su relacién filogenética con los individuos de B. asper analizados (52,
81SB/0.95 PP)

El nodo E contiene a los individuos de B. asper procedentes de localidades de
la region Caribe de Mesoamérica y esta a su vez dividido en dos linajes (1 y 2)
con un alto soporte estadistico (94, 100 SB / 1.00 PP): el primer linaje nombrado

como América Central Istmica, region Caribe (ACIC), el cual esta conformado

52




Analisis
Nodo Descripcion del nodo Filogenético
Soporte
MP ML IB

A Bothrops de las Antillas: grupo hermano del grupo

100 97 1.00
atrox y B. asper

B  Grupo atrox 98 100 1.00

C Lmai]e 1: B. asper de América Central Istmica, region 100 100 1.00
Caribe

D  Linaje 2: B. asper de México y América Central set 84 100
Nuclear

E  B. asper Mesoamnérica, region Caribe (C+D) 94 100 1.00

F  Linaje 3: B. asper Costa Rica (region Pacifica) 100 79 0.98

G Lzm::]r.z 4: B. asper Panama (Darién) y Colombia (region 98 100 1.00
Pacifica)

H  Linaje 5: B. asper Colombia (region Caribe) 100 100 1.00

I Linaje 6: B. asper Colombia (Valle del Magdalena) 94 100 1.00

] Monofilia de B. asper region Caribe y Valle del 99 100 1.00
Magdalena

K  Relacidn filogenética entre los linajes 3 y 4 (F+G) * 39% 0.53%

L Monoﬁ%la de B. flsper del Pacifico de Costa Rica, 6 100 1.00
Panamé y Colombia (F+G+H-+I)

M Tosicién filogenética del grupo atrox con respecto a

. . 52 81 095

los diferentes linajes de B. asper

N  Posicion filogenética de B. asper de Mesoamérica 68t * .

Caribe con respecto a los otros linajes

Tabla 2.2. Descripcién de los nodos y linajes indicados en las Figuras 2.2 y 2.3. El

asterisco (*) indica los nodos no soportados.

por individuos procedentes de Metagalpa (Nicaragua), San Carlos, Sarapiqui y
Monteverde (Costa Rica); y el segundo linaje nombrado como México y América
Central Nuclear (MACN), el cual incluye localidades en México (Oaxaca y

Veracruz), Belice, Guatemala (Izabal, Petén) y Honduras (Copan).
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Dentro del nodo L (68, 100 SB / 1.00 PP), se encontré una politomia de tres
linajes conformados por individuos procedentes de localidades ubicadas en la
regioén Pacifica de Costa Rica [linaje 3; nodo F (CRP): Alajuela y San José en
Costa Rica]; linaje 4 (nodo G) conformado por las localidades del Darién en el
oriente de Panama y localidades ubicadas en la regién Pacifica colombiana.
Ademads el nodo J, conformado por los grupos que contienen las muestras de la
region Caribe en Colombia (linaje 5; nodo H) y el Valle del Magdalena (linaje 6;
nodo I). Este resultado permitié establecer que los individuos de B. asper de
América Central Istmica Caribe constituyen un linaje distinto de las poblaciones
de América Central Istmica, Pacifico (Costa Rica), sugiriendo eventos de
colonizacién independiente de ambas costas de América Central.

Con respecto a los grupos de B. asper de Colombia, los resuitados del analisis
filogenético mostraron tres linajes con un soporte estadistico alto: linaje 4: nodo
G ( Vertiente Pacifica- Ecoregion Chocé-Darién; 98, 100 SB / 1.00 PP), incluye las
localidades ubicadas al oceste de la Cordillera Occidental de los Andes
(localidades: Darién, Carepa, Unguia, Mutata, Posamanza, Bahia Solano, Llord,
Buenaventura y Nuqui); nodo H linaje 5 (region Caribe de Colombia: 100, 100
SB / 1.00 PP), incluye las localidades ubicadas en el area conformadas por las

planicies de los valles de los rios Cauca, Magdalena, Sini1 y San Jorge
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(Localidades: Fundacién, Tierralta, Ocania, Puerto Valdivia, Caucasia, Planeta
Rica, Caceres, Necocli y Turbaco); nodo I, linaje 6 (Valle del Magdalena; 94,100
SB / 1.00 PP), incluye las localidades ubicadas en el Valle formado por las
vertiente este y oeste de las cordilleras Central y Occidental de los Andes,
respectivamente (Localidades: Ibagué, Yolombo, Porce, Gomez Plata, Vegachi,
Sonsén, Maceo, Puerto Berrio, San Luis, San Carlos, San Miguel, Rio Claro,
Mariquita, La Victoria, Cimitarra y Yond¢). Cabe mencionar que los grupos de
la region Caribe de Colombia y del Valle del Magdalena conformaron un grupo
monofilético (99, 100 SB / 1.00 PP). Sin embargo, los resultados no permitieron
establecer un respaldo estadistico de la posicién filogenética del linaje 4 (regién

Pacifica; *, 39 SB/ 0.53 ’P).

Composicién nucleotidica e indice de diversidad haplotipica
La composicién nucleotidica para el total de las secuencias fue de 29.2% de
A, 312% de C, 11.9% de G y 27.8% de T. El analisis de polimorfismos fue

realizado para todos los individuos y para los grupos obtenidos en el analisis
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Figura 2.2. Arbol de consenso de mayoria de 100 arboles con el mismo valor de
parsimonia (1179 pasos). Este arbol fue obtenido mediante el método de bisqueda
heuristica con las secuencias combinadas de los genes Cit b y ND4. El valor bootstrap
de robustez es indicado bajo cada rama (los valores por debajo del 50% no son

indicados). Las letras maytsculas senialan los nodos descritos en la Tabla 2.2.
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Figura 2.3. Arbol filogenético inferido del analisis de Maxima Likelihood y anélisis

Bayesiano con diferentes modelos para cada particion de los datos (Tabla 2.1). El

soporte bootstrap (izquierda) y probabilidad a posteriori (derecha) son indicadas

proximas a los nodos. Las letras mayusculas sefialan los nodos descritos en la Tabla 2.2.
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filogenético. En la muestra total constituida por 68 secuencias del gen del Cyt b,
fueron encontrados 30 haplotipos y una diversidad haplotipica alta (H = 0.870 +
0.038). Los haplotipos fueron definidos por 76 sitios polimérficos y 78
mutaciones. En el analisis de polimorfismos de los grupos obtenidos en el
andlisis filogenético, el valor mas alto en cuanto a diversidad haplotipica lo
presentd el grupo de México América Central Nuclear (linaje 2; H = 0.972 *
0.064). La diversidad haplotipica mas baja la present6 el grupo del Valle del
Magdalena (linaje 6; H = 0.214 + 0.103). Los valores de los indices de diversidad
haplotipica para los otros linajes fueron: linaje 1, H = 0.93 + 0.12;linaje 3, H=0.67

+0.31; linaje 4, H = 0.91 = 0.07; linaje 5, H= 0,86 + 0.08) .

Estimacion de tiempos de divergencia

Los resultados del andlisis del método de reloj molecular “relajado” basado
en la estadistica Bayesiana son mostrados en la Figura 2.4. Para cada nodo
encontrado en el arbol se obtuvo un tiempo en millones de afios (m.a.),
desviacion estandar e intervalo de confianza del 95%. Se dataron los nodos del
arbol de Inferencia Bayesiana con PP = 95. Aunque los limites de confianza al
95% son amplios, los resultados del andlisis mostraron que el tiempo de

divergencia entre las Bothrops de las Antillas (grupo hermano) con los grupos de
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Arbol Bayesiano que muestra los tiempos de divergencia entre los

diferentes grupos de B. asper, el grupo atrox y las Bothrops de las Antillas menores.

Puntos de calibracion: 1: Crotalus atrox /C. ruber. 2. Sistrurus. 3. Agkistrodon.
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B. asper analizados y el grupo atrox ocurrié durante el Plioceno [3.8 + 0.6 m.a.
(2.7 m.a. a 5.0 m.a)].

Con respecto a los grupos de B. asper, el grupo de Mesomérica region Caribe
(linajes 1 y 2) habrian divergido de los grupos de Mesoamérica Pacifico (linaje 3)
y los del nor-occidente de América del Sur (linajes 4, 5 y 6) también durante el
Plioceno [3.4 *+ 0.5m.a (2.4 a 4.6 m.a)]. La divergencia entre el linaje 3 (América
Central fstmica, regién Pacifica) y 4 (Vertiente Pacifica de Colombia y oriente de
Panama) con los linajes 5 (regién Caribe de Colombia y 6 (Valle del Magdalena)
ocurrié posiblemente a finales del Plioceno — principios del Pleistoceno [2.0 0.4

m.a. (1.3 a 2.8m.a)}.

Distancia genética dentro y enire grupos

El promedio de la distancia p no corregida entre grupos y dentro de los
grupos de B. asper son presentados en la Tabla 2.3. El nivel de divergencia
genética promedio entre los grupos varié desde 1.8 + 0.8 % entre los grupos del
Valle del Magdalena y la Regién Caribe de Colombia , 2 7.9 + 1.6 % entre los
grupos de México y América Central Nuclear y la Regién Caribe de Colombia.
Es importante mencionar que la distancia genética p entre el grupo hermano

(Bothrops de las Antillas) y los grupos de México y América Central Nuclear (5.9
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+ 1.1 %) y América Central Istmica Caribe (4.7 + 1.2 %) son menores que las
distancias entre estos tiltimos grupos con los grupos de América Central Istmica
regién Pacifica y Colombia (Tabla 2.3). Dentro de los grupos analizados de B.
asper, México y América Central nuclear fue el que presenté mayor divergencia
genética (1.9 + 0.7%) y el Valle del Magdalena fue el grupo que presentd una
menor divergencia (0.1%), lo cual es congruente con los indices de diversidad

haplotipica.

Dentro de Entre grupos

linajes BA Ga 1 2 3 4 5 6
Bothrops Ant. 0.039[0.012) [ 5545 0009 0012 0011 0012 0012 0.013 0013
Grupoatrox 0.026[0.006] |0.042  ghiaid 0012 0012 0012 0009 0013 0.012

Linajes

1 ACIC 0.001[0.001] |0.046  0.047 S 0011 0015 0014 0015 0015
2 MACN 0.019[0.007] |0.050  0.059 0040 ¥ &} 0.014 0.016 0.015
3 PCR 0.003 [0.003] |0.053 0050 0.063 0.066 {5 145 0011 0013 0012
4 PCyPanama 0.003[0.002] |0.045  0.034 0049 0.057 0037 Hzdii 0013 0.010
5 RCC 0.006 [0.003] |0.063 0061 0062 0079 0045 0.048 Ff ooos
6 VM 0.001 [0.000] |0.054  0.052 0.053 0.065 0.036 0.030 0.018 -

Tabla 2.3. Medidas de la divergencia genética neta dentro y entre los grupos de B. asper
obtenidos en el andlisis filogenético. Los promedios de las distancias p no corregida,
estdn indicados bajo la diagonal. Sobre la diagonal son indicados los errores estandar

calculados de 1000 replicas. BA: Bothrops Antillas. Ga: Grupo atrox.
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Prueba de Mantel

La prueba de Mantel mostré una correlacion positiva entre la distancia
genética y la distancia geografica ( r = 0.84, p = 0.0001), mostrando un patrén de

aislamiento por distancia lo cual podria explicar la estructuracién genética en

4reas en donde no hay una barrera ecogeogréfica presente (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Correlacién entre distancia genética (JC69) y distancia geografica

(Euclidiana) entre localidades muestreadas de Bothrops asper.
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Discusion
Relaciones filogenéticas entre el grupo atrox y las poblaciones de B. asper

Dentro de la historia taxonémica de B. asper, los trabajos de Wiister et al.
(2002b) y Parkinson et al. (2002a) sugirieron la relacién de grupo hermano entre
las especies que conforman el grupo atrox y B. asper. La filogenia interespecifica
obtenida en este estudio con dos genes mitocondriales soport6 la monofilia del
grupo atrox, conformado por las especies B. atrox, B. isabelae, B. leucurus, B.
moojeni y B. marajoensis (sensu Salomdo et al, 1997) procedentes de diversas
localidades de Colombia, Venezuela, Brasil, Pertt y Ecuador. Estos resultados no
permitieron establecer la posicién filogenética de este grupo en relacion con las
poblaciones de B. asper de Mesoamérica y del noroccidente de Ameérica del Sur,
y consecuentemente la monofilia de las poblaciones de B. asper no pudo ser
establecida.

La politomia encontrada en este estudio entre el grupo atrox y B. asper,
podria ser resuelta con la incorporacién de otros genes como la region control y
genes nucleares. Con respecto a los genes nucleares, varios estudios en aves
(Eberhard y Bermingham, 2004), mamiferos (Matthee et al., 2001; Matthee et al.,
2004; Matthee y Davis, 2001; Willows-Munro et al., 2005) y reptiles (Sanders y

Lee, 2007; Sanders et al ., 2008), han encontrado filogenias mas robustas al
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incorporar este tipo de marcadores en sus analisis. Estos estudios han
demostrado que los marcadores nucleares presentan niveles bajos de
homoplasia y son tiles para recuperar informacion de grupos taxonomicos que
han experimentado eventos de radiacién adaptativa rdpida, como el ancestro del
género Bothorops (Wiister et al, 2002a). Ademés, se hace necesario la
incorporacién de nuevas localidades que comprendan un mayor rango de
distribucién del grupo atrox y de B. asper, principalmente muestras procedentes

de Panama4, Venezuela, Ecuador y Brasil.

Concordancia entre la estructura filogeogrdfica de B. asper con atributos
biogeogrdficos.

El analisis filogenético entre los grupos de B. asper, recuperd seis linajes con
un alto nivel de estructuracién genética, los cuales mostraron correspondencia
con los atributos fisiogréaficos presentes en la regién Neotropical (Figura 2.6). La
distribucién de B. asper dentro de esta regién comprende diversas barreras
ecogeograficas potenciales: La Depresion de Nicaragua, la Cordillera de los
Andes en el nor-occidente de América del Sur, las cadenas montafiosas de
Mesoamérica y los bosques aridos en la Provincia de Guanacaste (Costa Rica),

peninsula de Azuero (Panamd) y la Peninsula de la Guajira (Colombia). Las
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poblaciones de B. asper que conforman los linajes 1 y 2 posiblemente estuvieron
separados por la Depresion de Nicaragua. Esta region separa dos masas de
tierras altas, las tierras altas del bloque Chortis al norte (Honduras y Nicaragua),
y las tierras altas de la porcién baja de América Central (Costa Rica y Panama).
La evidencia geoldgica sugiere que existié una separacién marina entre las
tierras altas de Chortis y la porcién baja de Ameérica Central durante el Mioceno
y la mayor parte del Plioceno (Coates y Obando, 1996; Iturralde-Vinent, 2006).
La Depresion de Nicaragua ha sido identificada como una de las mayores
causas de separacion filogeografica para taxa como ranas (Savage, 1987;
Duellman , 1999), Salamandras (Parra-Olea et al.,, 2004), serpientes (Savage,
1982; Cadle, 1985), plantas, insectos y peces (Marshall y Liebherr, 2000; Halas et
al., 2005).

Los linajes de Mesoamérica Caribe (linajes 1 y 2) y el linaje correspondiente
al Pacifico de Costa Rica (linaje 3) estan separados por cordilleras con alturas
aproximadas entre 1000 y 2000 m (Cordilleras de Guanacaste, Central y
Talamanca en Costa Rica). Estudios realizados en diversos organismos (anfibios:
Garcia-Paris et al., 2000; reptiles: Zamudio y Greene ,1997; Parkinson et al., 2000;
peces de agua dulce: Bermingham y Martin, 1998; Mamiferos: Demastes et al.,

1996; Cropp y Boinski, 2000; Harris et al,, 2000; arboles: Cavers et al, 2003;
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Novick et al., 2003), han demostrado que el patrén filogeografico de estos taxa
dentro de Mesoamérica ha sido fuertemente influenciado por la historia
geolOgica compleja de esta region, por los cambios ciclicos en el clima, la

vegetacion y el nivel del mar, ademés de los constantes procesos orogenicos.

Linaje6

£

Figura 2.6. Estructura filogeografica de Bothrops asper basada en los genes
mitocondriales Cifocromo b y ND4. El nombre de cada linaje esta dado en las Figuras

2.2y 2.3.

Segtin la historia geoldgica de América Central, el levantamiento del rango

montafioso de la porcién baja de esta region fisiografica (incluyendo la
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cordillera de Talamanca) ocurrid desde el Mioceno tardio a inicios del Plioceno
(8-5 m.a.)) y culminé en el Plioceno con el cierre del portal de Panama
(Ferrusquia-Villafranca, 1978, sensu Hasbtn et al., 2005; Coates y Obando, 1996).
Nuestros datos moleculares son consistentes con la hipétesis que las poblaciones
de B. asper que habitan en el Pacifico y Caribe de Costa Rica, divergieron
durante el Plioceno y su diferenciacion coincide con el maximo levantamiento
de la Cordillera de Talamanca. Sin embargo, esta diversificacion no puede ser
explicada por un evento de vicarianza debido a que los linajes correspondientes
al Caribe de Costa Rica y Nicaragua (linaje 1) y el linaje del Pacifico de Costa
Rica (linaje 3) no constituyen grupos hermanos. Lo cual sugiere que ambos lados
de la Cordillera (Caribe y Pacifico) fueron colonizados por B. asper de manera
independiente, y quizds la Cordillera ya existia en el momento de la
colonizacion.

Varios estudios filogeogréaficos de taxa que presentan un patron de
distribucién similar a las poblaciones de B. asper (Aves: Amazona ochrocephala:
Eberhard y Bermingham, 2004; Lepidothrix coronata; Cheviron et al., 2005; ranas:
Pristimantis ridens: Wang et al., 2008; Physalaemus pustulosus: Weigt et al., 2005;
Craugastor crassidigitus: Crawford et al.,, 2007; murciélados: Carollia: Hoffmann y

Baker, 2003) han incluido en sus andlisis moleculares poblaciones procedentes
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del occidente, centro y oriente de Panama. Las filogenias moleculares obtenidas
en los estudios realizados por Cheviron et al. (2005), Wang et al. (2008) y Weigt
et al. (2005), mostraron que las poblaciones de la zona oriental de Panama
conforman un grupo monofilético distinto de las poblaciones del centro y
occidente. En un estudio filogeografico realizado en Craugastor crassidigitus
(Crawford et al., 2007) las poblaciones de la zona Central de Panamé (provincias
de Veraguas y Panama) y de la regién del Golfo Dulce (Pacifico de Costa Rica)
fueron reciprocamente monofiléticas, y ambas formaron el linaje hermano de las
poblaciones de la Regi6én Caribe de Costa Rica. De igual forma en C. talamarncae,
las poblaciones de la zona Occidental de Panam4 (Bocas del Toro) conformaron
un clado con las poblaciones de la regién Caribe de Costa Rica (Limon). Este
mismo patron fue observado en el murciélago de cola corta (Carollia sowelli) con
las poblaciones de Limén (Caribe de Costa Rica) y Chiriqui (Occidente de
Panamad) (Hoffman y Baker, 2003). Mientras que las poblaciones de la region
oriental de Panamd (localidades de las Perlas y Darién), fueron
filogenéticamente mas cercanas (grupo hermano) con las poblaciones de
Colombia y Venezuela (Weigt et al., 2005). En nuestra filogenia, a diferencia de
los resultados obtenidos por Weigt et al. (2005) solo fue incluida la Iocalidad del

Darién (Panama), y esta hace parte del mismo clado que los especimenes de la
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Vertiente Pacifica en Colombia (linaje 4). Esta zona constifuye un corredor
biogeografico que forma parte de la Eco-Regién Chocé-Darién, Esta Eco-Regién
se extiende desde el oriente de Panama4 en la provincia del Darién y comarca de
Kuna-Yala hasta el Cabo Pasado en la provincia de Manabi en el norte de
Ecuador (WWF, Fondo Mundial para la naturaleza, Dinerstein et al., 1995).

El analisis molecular de las poblaciones de Colombia, revelé tres linajes
(linajes 4, 5 y 6) con alto nivel de estructuracién filogeografica, que presentd
concordancia con la estructura fisiografica de la Cordillera de los Andes. La
Cordillera de los Andes alcanza su méxima complejidad geomorfoldgica en
Colombia, donde se divide en tres rangos principales, el Occidental, el Central y
el Oriental (Kattan et al, 2004 ). Varios estudios sugieren que este sistema
montafioso es uno de los focos principales de diversificacién de plantas
vasculares, aves y anfibios (Gentry, 1982; Fjeldsa, 1994; Duellman, 1999), y segiin
Gregory-Wodzicki (2000), constituye el primer evento vicariante que causé la
divergencia entre la biota que habita en los bosques htimedos de la regioén Trans-
Andina (occidente de los Andes) y la regién Cis- Andina (Oriente de los Andes).
Nuestros resultados no soportaron la relacién de grupo hermano entre los linaje
de la regi6n Pacifica de Colombia y Panama, con los linajes de la regién Caribe y

el Valle del Magdalena, lo cual no permite sugerir un evento vicariante asociado
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a las Cordilleras Occidental y Central. El linaje 5 (region Caribe) est4 enmarcado
por las estribaciones de las tres Cordilleras de los Andes, Yy €stas quizas limitan
la dispersién de las poblaciones desde esta regién hacia la Vertiente Pacifica
(linaje 4). Los linajes 5 y 6 son grupos hermanos con un bajo nivel de divergencia
entre ellos (1.8%) y un tiempo de divergencia en el lmite del Plioceno-
Pleistoceno ¢ durante el Pleistoceno. Entre estos dos linajes no hay una barrera
geografica evidente, lo cual sugiere que el linaje del Valle del Magdalena podria
ser el resultado de un evento de dispersién reciente. Segtin nuestro &rbol
filogenético, este linaje presenta el nivel mas bajo de diferenciacién genética
(mayor niimero de politomias dentro del grupo), y el largo de ramas mas corto.
Ademas, presenta el menor indice de diversidad haplotipica. La fecha de
divergencia estimada entre el linaje de la Vertiente Pacifica (linaje 4) y los linajes
5y 6, sugiere que estos grupos divergieron posiblemente durante el Plioceno.
Estos resultados son concordantes con el periodo de méximo levantamiento de
la Cordillera de los Andes estimado por Gregory-Wodzicki (2000). Segiin este
autor, la altura de la Cordillera de los Andes del Norte se incrementd
rdpidamente durante el Plioceno, entre 2 vy 5 m.a. a tasas de un orden de 0.5-3.0
mmy/afio, y alcanzé las elevaciones modernas alrededor de 2.7 m.a. Este periodo

temporal de diversificacion en el nor-occidente de América del Sur, es

70




coincidente con los datos inferidos por Eberhard y Bermingham (2004) para el
complejo de loros Amazona Ochrocephala y por Cheviron et al. (2005) para las
aves de bosques de tierras bajas, Lepidothrix coronata.

Por otro lado, nuestros resultados no soportan la hipdtesis propuesta por
Nores (2004), sobre el efecto de los ciclos de transgresiones marinas (incremento
del nivel del mar ~ 100 m), en la diversificacién de las aves, otros animales y
plantas, que habitan las tierras bajas de los bosques hitmedos del norte de
Ameérica del sur. Estas transgresiones marinas ocurridas desde los océanos
Pacifico y Caribe durante las fases clidas del Plioceno (Haq et al, 1987) y
Pleistoceno, posiblemente fragmentaron los bosques de tierras bajas del Pacifico
en varias areas, actualmente conocidas como los centros de endemismo del
Darién, Chocd, Nechi, Catatumbo y Tumbesian. Los resultados obtenidos en
este estudio son congruentes con respecto al aislamiento de Jas poblaciones de B.
asper que conforman los tres grandes clados obtenidos en el andlisis filogenético.
Sin embargo, en nuestros resultados las poblaciones del Darién y del Chocd
(Iinaje 4) no presentaron diferenciacion genética y las poblaciones de B. asper que
corresponderian segiin Nores (2004) al centro de endemismo Nechi, en este
estudio estdn separadas en dos clados reciprocamente monofiléticos (linajes 5 y

6). Estas incongruencias podrian ser el resultado de eventos a nivel de
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mesoescala que no pueden ser explicados con los datos obtenidos en este

estudio.

Origen y eventos cladogénicos en B. asper

En este estudio no se considerd a B. asper como grupo monofilético, lo cual
limito 1a inferencia biogeogréfica sobre el origen de sus poblaciones. En estudios
previos, Parkinson et al. (2002a), plantearon la hipdtesis que B. asper presenta un
origen suramericano a partir de un ancestro que se dispers¢ desde América
Central hacia América del Sur antes del cierre del portal de Panama. El ancestro
de Bothrops, presentd una radiacién adaptativa réapida y se diversificé en las
especies que actualmente conocemos (Wiister et al., 2002a). B. caribbaeus y B.
lanceolatus habitan en las Antillas menores y son consideradas como el grupo
hermano de las poblaciones de B. asper y el grupo atrox (Wiister et al., 2002b).
Estos autores utilizando secuencias parciales de los genes mitocondriales
Citocromo b y ND4, encontraron un nivel de divergencia genética entre las
Bothrops de las Antillas y sus parientes terrestres de 5.9%, el cual es consistente
con una divisién de un linaje que data de finales del Mioceno a inicios del
Plioceno (4.2 a 8.9 m.a.). La fecha de divergencia estimada por nosotros y la

distancia genética mitocondrial (promedio para todos los clados de B. asper:
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5.2%), sugieren que estos linajes divergieron en un periodo mas reciente,
posiblemente durante el Plioceno (2.7 a 5.0 m.a.). Este tiempo de divergencia es
consistente con el iempo de divergencia inferido entre los linajes 1y 2 (region
Caribe de Mesoamérica) y los linajes 3, 4, 5, y 6 correspondientes a las
poblaciones de la region Pacifica de Costa Rica, Ecoregion Chocd-Darien, Costa
Caribe y Valle del Magdalena en Colombia, respectivamente. Nuestros
resultados permiten sugerir la hipétesis que durante la radiacién adaptativa
ripida del ancestro de Bothrops, éste divergi6 en la misma escala temporal para
dar origen a las Bothrops de las Antillas (2.7 a 5.0 m.a), a las especies que
conforman el grupo atrox (2.1 a41ma)y al ancestro de B. asper. Este ancestro
posiblemente colonizo la parte baja de América Central Istmica (Panama y Costa
Rica). Nuestro arbol filogenético, muestra que posiblemente hubo una
dispersién norte - sur, desde el Pacifico de Costa Rica hacia el nor-occidente de
Colombia durante el Plio-Pleistoceno. Esto concuerda con el tiempo de
divergencia obtenido para los linajes 5 y 6 (Pleistoceno: 0.6 a 1.7 m.a.), los cuales
son los linajes mas derivados con un nivel de divergencia genética mitocondrial
entre clados menor (1.8% a 4.8%) que la hallada en las poblaciones de
Mesoamérica (4% a 6.6%). Con respecio a las poblaciones de Mesoamerica

Caribe (linajes 1 y 2), nuestros resultados no permiten sugerir una ruta de
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dispersion, debido a que su posicién filogenetica no esta bien soportada y hay
carencia de un muestreo representativo de Panamé como una posible zona de
contacto. Sin embargo, el tiempo de divergencia de estos linajes corresponden a
la misma ventana temporal (Plioceno) que los linajes del Pacifico de Costa Ricay
el Pacifico de Colombia y Panama, lo cual podria deberse a una dispersion

bidireccioanal a cada lado de 1a Cordillera de Talamanca.

Implicaciones taxondmicas

La filogenia obtenida con DNA mitocondrial mostré que lo grupos de B.
asper analizados presentan estructuracion filogenética con una historia evolutiva
antigua (concepto filogenético de especie; Cracraft, 1983). La distancia genetica
entre los linajes 1y 2 (Mesoamérica regién Caribe) y los linajes 3 (regi6n Pacifica
de Costa Rica),4 (Ecoregién Chocé- Darién),5 (region Caribe en Colombia) y 6
(Valle del Magdalena) de B. asper (5.3% a 7.9%) es equivalente o0 mayor que la
distancia genética en la misma regién mitocondrial entre varias especies de
serpientes como Lachesis stenophrys y L. melanocephala (5.3%; Zamudio y Greene,
1997), el complejo Naja nigricollis (4.7% a 8.3%; Wiister et al., 2007), y algunas
especies del género Agkistrodon (4.0% a 6.4%,; Parkinson et al., 2000). Trabajos

previos han demostrado que las poblaciones de B. asper que habitan a cada lado
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de la Cordillera de Talamanca presentan diferencias en la época reproductiva
(Solérzano y Cerdas, 1989; Sensu Campell y Lamar, 2004), variabilidad
geografica en los efectos farmacoldgicos del veneno (Gutiérrez et al., 1980) y en
su composicién (Alape-Girén et al., 2008). Con respecto a la reproduccic')\n, la
época de apareamiento para las poblaciones del Caribe ocurre en marzo y el
parto ocurre entre septiembre y noviembre. En contraste con las poblaciones del
Pacifico, en las cuales el apareamiento ocurre de septiembre a noviembre y el
parto ocurre de abril a junio (Soldrzano'y Cerdas, 1989; Sensu Campell y Lamar,
2004) . De igual forma, los venenos de las poblaciones de la costa Caribe de
Costa Rica son mas hemorréagicos y mionecréticos, mientras que los de la region
Pacifica son mas proteoliticos pero presentan similitud en cuanto a la actividad
letal, edematizante Yy efecto hemolitico (Gutiérrez et al., 1980). Mas
recientemente, Alape-Girén et al. (2008), analizaron la composicién del veneno
de especimenes adultos y recién nacidos de éstas poblaciones y encontraron
diferencias en algunas isoenzimas de las fosfolipasas Aq, Serina Proteinasas y
familias de Metaloproteinasas (SVMP, por su sigla en inglés). Las diferencias en
el comportamiento reproductivo, la variabilidad geogréfica del veneno y los

cesultados moleculares obtenidos en el presente estudio permiten plantear la

hipdtesis de una posible especiacién alopatrica entre Jos linajes de Mesoamerica
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Caribe y los del Pacifico de Costa Rica. Sin embargo, para corroborar esta
hipétesis basada en dos marcadores mitocondriales (De Queiroz, 1998; Moritz et
al,, 1992; Wake y Schneider, 1998) resulta imprescindible incorporar genes
nucleares, aumentar el nimero de localidades ubicadas en ambas vertientes e
incorporar en el analisis poblaciones de Panamad, principalmente de la zona
occidental y central. En esta region, las poblaciones de B. asper de ambas
vertientes quizas convergen en una zona de contacto, en forma similar a lo
descrito por Weigt et al. (2005) con aloenzimas de poblaciones de rana Tingara

(Physalaemus pustulososus) del occidente de Panama.
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Lista de Especimenes utilizados en el estudio
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Abstract
The terciopelo Bothrops asper, is a cryptic lancehead pitviper widely distributed in
humid environments of Middle America and the northwestern portion of South
America. Throughout its extensive distribution, the terciopelo exhibits great
morphological variation in external characters, a situation that has complicated its
proper separation from other related species. In this paper, we analyzed the phenotypic
variation of B. asper based in a sample of 514 specimens from nine distinct
physiographic regions. Univariate and multivariate analyses demonstrated great
phenotypic differentiation among most pre-established groups, and the pattern is fairly
congruent between sexes. However, no correspondence was observed between
morphological variation and molecular divergence, inferred from mDNA sequences,
between individuals representing the physiographical regions under study. Geographic
variation in the number of interrictals, ventral scales, subcaudal scales and dorsal
blotches were positively correlated with latitude, number of dry months, but inversely
related with precipitation. However, other variables do not exhibit such an effect. The
observed relationships between scale counts and environmental variables are explained
in terms of selective pressures to improve water balance along the distributional range
of the species. Key words: Neotropical region, scutellation, geographic variation, pit

viper, Mantel test, ecogenetics,
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Introduction

Measures of intraspecific variation in morphological and molecular features
are fundamental in the study of evolutionary changes among populations. In
squamates, most accounts of phenotypic variation are based on scutellation
characteristics (Thorpe, 1991; King, 1997; Puorto et al, 200%; Santos and
Pleguezuelos, 2003; Mulcahy and Archibald, 2003; Calsbeek et al,, 2006;
Mulcahy, 2008), color patterns and pigmentation (Giraudo et al., 2006; Allsteadt
et al., 2006), scale shape and ornamentals (Brown et al., 1997; Gaulke et al., 2007),
and the use of morphometrics (Auffenberg, 1955).

Often, external characters show high levels of polymorphism (Bitiner and
King, 2003; Kark, 2003), resulting in increased overlap among groups, even
among those not so closely related. This situation frequently occurs when
convergence in morphological characters resulis from adaptations to extrinsic
ecological factors (Sanders et al., 2004).

The effects of ecogenetic and phylogenetic attributes in shaping patterns of
morphological variations have been addressed mostly in island populations of
lizards (Brown et al, 1991; Thorpe, 1991; Malhotra and Thorpe, 1997), and
snakes (Castellano et al., 1994), where selective forces act rapidly to maintain

phenotypic plasticity. For instances, in pit vipers of the Trimeresurus sumatranus
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complex, selection to control water loss determines head scale frequency.
Therefore, differences in number of scales among populations are determined
by environmental temperature and precipitation and not by their phylogenetic
relationships (Sanders et al., 2004).

Analyses of phenotypic differentiation often involve multivariate statistics
(Wiister et al, 1997; Puorto et al.,, 2001) that evaluate variables as they are
incorporated into a model, and improve our ability to distinguish among groups
with extensive overlap (Thorpe, 1976; Thorpe and McCarthy, 1978; Taylor and
Cooley, 1995). These techniques are usually coupled with correlation procedures
(i.e. Mantel and Partial-Mantel Test, Thorpe, 1991), allowing to assess potential
causal factors for such differentiation (i.e. geography, geology, environment,
and ontogeny) while controlling for confounding inter-correlates. In this way,
hypothetical causes affecting traits used in taxonomy can be evaluated, a useful
measurement in the study of taxonomically challenging species.

The present work describes the morphological variation in one such
problematic species: the Central America lancehead, Bothrops asper. This pitviper
is the only member of its genus widely distributed in humid lowlands of Middle
America as well as in north-western South America (Campbell and Lamar, 2004;

Sasa et al., 2009). In this region, B. asper is found mainly west of the Andes in
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Colombia and Ecuador, although it also reaches Venezuela, Trinidad, and the
north eastern extreme of Per (Venegas et al., 2008). In Colombia, this species
also inhabits the inter-Andean valleys (Moreno-Arias et al, 2008) and in the
Departamento del Cesér, in the Caribbean (Ramirez—AviIa et al., 2003), whereas
in Ecuador, the range of the species west of the Andes extends to the Loja
province (Freire and Kuch, 1994; Cisneros-Heredia and Touzet, 2004; Boada and
Salazar, 2005).

Bothrops asper is included in the B. atrox group that comprises the following
related species: B. afrox, B. isabelae, B. leucurus, B. marajoensis, and B. moojeni
(Salomdo et al, 1997). Members of this clade are superficially similar in
appearance, especially in their cryptic color patterns, and show high overlap in
meristic characters. Consequently, major taxonomic confusion has followed the
assignment of populations into nominal species (see Campbell and Lamar,
2004).

Furthermore, extensive variance in toxin composition has been reported for
Bothrops asper (Jiménez-Porras , 1964; Lomonte and Carmona,1992; Alape et al.,
2008) further complicating the identification of the species. In Costa Rica,
differences in biological effects induced by venoms from distinct geographic

regions (Gutiérrez et al., 1980) are so clear that some authors (e.g. Aragén and
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Gubensek, 1981) have suggested that taxonomic recognition of the populations
of B. asper isolated in the Central America Isthmus can be supported. It is not
clear if other populations within the entire range of the species exhibit such
remarkable differences in venom composition.

Using a large set of characters, Sasa (2002) presented a detailed account on
the extent of morphological variation in B. asper from Middle America. His
findings support the notion that meristic characters are extremely plastic at the
intraspecific level, and that geographic, gender, and age effects should be
considered in taxonomic evaluations for the species. Briefly, age does not affect
scutellation, although it influences color patterns. Sexual dimorphism is evident
in body size (females larger than males) and some meristic variables. Sasa (2002)
also noticed the existence of two, clear morphological groups in Middle
America: one that includes populations located in the northern portion of the
species’ range (Mexico-Honduras) and the other including populations from
southern Nicaragua to Panama. Within each group, scutellation is fairly
homogeneous, but there are substantial differences in scale counts when the
groups are compared to each other.

On the other hand, little is known about the genetic structure of populations

of this species. Using metabolic allozymes as molecular markers, Sasa and

85




Barrantes (1998) suggested that -at Jeast in Costa Rica— a great level of gene flow
occurs between populations, even between those that are isolated through
topographical barriers. These findings lead these authors to conchide that either
the process of population isolation is relatively recent, or that an important level
of gene flow still occurs between populations thought to be relatively isolated in
the couniry.

The large amount of intraspecific variability observed in sampled
populations of B. asper deserves a more comprehensive analysis, one that
includes samples from the entire range of its distribution. Furthermore, in order
to understand the origin of such diversity, it is necessary to analyze the
association of morphological groups with their molecular identity, and the
correspondence with environmental factors that might shape them. In this
study, we analyze the morphological variation in B. asp?zr along most of its
geographical range, and we evaluate the role of molecular and environmental
factors to explain the observed pattern of geographic variation. In particular, our
goal is to establish whether geographic variation is a consequence of current
ecological conditions and selective pressures or resulls from phylogenetic

variation within this nominal species.
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Materials and Methods

Specimens and morphological variables

We construct a database for 514 individuals Bothrops asper (218 males and 296
females), obtained from localities along the species’ distribution and preserved
in several museums (see Appendix 3.1). In addition, we also analysed live
individuals from the collections of the Instituto Clodomiro Picado (Universidad
de Costa Rica) and the Programa de Ofidismo/Escorpionismo (Universidad de
Antioquia, Colombia). Nine relevant meristic characters of scutellation, and
color pattern commonly used in taxonomic work in Bothrops (Burger, 1971) were
selected, mainly because they showed a significant gender or geographic effect
in previous analyses (Sasa, 2002). Variables included are: (1) dorsal scale rows;
(2) ventral scales (Dowling, 1951); (3) subcaudal scales; (4) superlabial plates; (5)
infralabial plates; (6) interrictal scales (scales in the dorsum of the head along a
line through the angle of the jaw); (7) dorsal blotch number; (8) width of the
post-ocular band (number of scales in the band at its widest point); and (9)
snout-vent length. The number of ventral scales was counted by the method of
Dowling (1951), not considering the pre-veniral scales or the anal scale. The
subcaudal scales were counted by pairs of segments, from the pair immediately

anterior to the terminal spine to the last pre-cloacal pair (Gans, 1964). Snout-vent
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length was measured from the tip of the snout to the posterior border of the anal
plate with a flexible metric tape to the nearest 1 mm.

Since B. asper shows sexual dimorphism in many selected variables (Sasa,
2002), the meristic data was analysed separately for males and females. The sex
of preserved specimens was determined by observing the presence or absence of
a hemipenis through an incision in the posterior part of the cloaca.

To assess the variation of geographically distinct populations, specimens
from adjacent localities were pooled into nine distinct physiographic regions
(Fig. 3.1). Those regions are as follows: (1) México-Nuclear Central America
(MNCA), including specimens from the Caribbean coast of Meéxico, Belize,
Guatemala, and Honduras. This region also includes specimens from Escuintla
in south Pacific Guatemala; (2) Caribbean Isthmian Central America (CICA),
which includes individuals from the Caribbean region of Costa Rica and south-
eastern Nicaragua; (3) Pacific Costa Rica (PCR), including only specimens from
the central and south Pacific of Costa Rica. (4) Chiriqui (CH), including locations
from the western Pacific Panama; (5) Caribbean and Central Panama (CCT),
locations from the Caribbean and central lowlands of the country, including the
Canal Zone; and (6) Darien Region (DRN), grouping samples from the Darien

region in eastern Panama that includes the type locality of B. asper (Garman
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1984); (7) Pacific Colombia (PC), localities west of the Cordillera Occidental; (8)
Magdalena Valley (MV), localities between Cordillera Central and Cordillera
Oriental in Colombia; and (9) Caribbean Colombia (CC), localities in the
lowlands and valleys of the Rio Cauca and Rio Magdalena.

MNCA and CICA correspond to physiographic regions separated by the
Nicaraguan depression until Pliocene. PCR and CICA were separated since the
late Tertiary by the development of the central mountain axis that divides the
Isthmian Central America lowlands (Savage, 2002).

Several specimens from Panama lack exact information about their origin,
and we decided to follow a conservative approach in this analysis. Thus,
individuals from CH were separated from those obtained at PCR, and those
from CCP were separated from CICA. In either case, no obvious historical or
biogeographical close affinities to the Chocoan region (Behling et al, 1998;
Morrone, 2001; Savage, 2002), samples from DRN were analyzed separately
here. South American specimens were included in three separated regions (PC,
MV, and CC) delimited by the mountain ranges that collectively form the

Northern Andes in Colombia (Kattan et al., 2004).
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Fig. 3.1. Map of Middle America and northern South America showing sampling sites
for B. asper samples used in this study. Dots represent the localities from where
specimens were collected. Inset map shows CH, CCP and DRN physiographic regions

in Panama. Elevations above 1000 m are shown in gray shades.

Molecular data
To assess molecular differences within each physiographical region, tissue
samples from 12 live specimens and two sequences published in GenBank were

obtained from each one of them, excluding Chiriqui and Central Panama
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(Appendix 3.2). Total DNA was extracted following the procedure described by
Jowett (1986). Fragments from two mitochondrial genes, Cytochrome b (Cyt b)
and ND4, were amplified according to the procedures outlined in Arévalo et al.
(1994) and Parkinson et al. (2002a). PCR reactions were set up in a final volume
of 25 pl (2.0 pl genomic DNA, 0.4 pl of each primer (10 uM), 2.5 pl of 10X PCR
buffer, 0.25 pd total ANTPs (10mM), 1.0 pl of MgCl2 (50 mM), 0.2 pl of Taq
polymerase (5U/pl), and 1825 ul H:0). Typical amplification conditions
involved initial denaturation at 94 *C for 5 min, followed by 38 cycles of 94°C for
40 s, 54°C of annealing for 40 s, then 72°C for 1 min, followed by a final
extension step of 72 ?C for 5 min. The amplified product was sequencing using
the same primers by Macrogen (Seoul, S. Korea- hitp://dna.macrogen.com).
DNA sequences were aligned by eye with GeneDoc (Nicholas and Nicholas,
1997). We inferred the amino acid sequences for all DNA sequences to check for
the presence of premature stop codons or other nonsense mutation. Pairwise
comparisons of observed proportional sequence divergence (p distance) were
obtained using the computer program Mega version 3.0 (Kumar et al., 2004).
Phylogenetic analysis of DNA sequences analysis was performed using
Bayesian method with the computer program MrBayes 3.1 (Ronquist and

Huelsenbeck, 2003). We used as outgroup B. caribbaeus and B. lanceolatus
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according to Wiister et al. (2002a). In this work the two species form a
monophyletic group, which in turn form the sister clade to the Bothrops asper-
atrox complex.

To identify the most appropriate model of sequence evolution for the
complete data set (Nd4 and Cyt b concatenated), we used MrModeltest 2.2
(Nylander, 2004), and selected the model favored under the Akaike Information
Criterion in our Bayesian analysis. Four chains were run for 5 x 106 generations
and sampled every 1,000 generations. Nodal support was assessed by
examining posterior probabilities in the Bayesian analyses. Posterior
probabilities indicate percentage of the time that a given clade occurs among

trees sampled in the Bayesian analyses (Huelsenbeck and Ronquist, 2001).

Environmental data

In our analysis, we accounted for environmental factors that we suspect to
affect morphological variables. Latitude and longitude were taken as a proxy to
geographic distance. Mean annual precipitation records, temperature and
number of dry months per year from each sampled locality where retrieved
from the climate databases of each country (Appendix 3.3).The climatic

constraining factors are the number of dry and cold months. According to
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Bagnouls and Gaussen (1957) a month is considered “dry” when the average
total rainfall (P), in mm, is less than twice the mean temperature (T), in °C (P<

2T).

Statistical analysis

Because the meristic characters used in this study violate the assumptions of
normality (Gnanadesikan, 1977) and heteroscedasticity (Winer et al.,, 1991), we
used non-parametric techniques to assess morphological variation. For each sex
separately, morphological variables were standardized (Clarke, 1993), and the
Euclidean distances among the nine physiographic regions were estimated from
them. Non-metric Multidimensional Scaling (MDS) was conducted to visualize
the pattern of segregation among sampled regions. This is a robust ordination
method that allows reducing variables without a priori transformations, so
individuals can be represented in two-dimensional plots (Lessa, 1990). MDS has
been successfully applied in other morphological studies aimed to estimate
nonlinear monotonic relationships (Maltagliati et al., 2001; Chui et al., 2002).

We conducted analysis of similarity (ANOSIM, Clarke, 1993} to test the
degree and significance of differences among the groups observed in the MDS

plot. ANOSIM is analogous to the analysis of variance (ANOVA), but computes
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the R-statistic (the difference of mean ranks between and within groups) that
measures the degree of similarity between pairs of samples. Thus, R equals 1 if
all individuals within a population are more similar to each other than to any
individual in another population and O if there is no difference between
populations. ANOSIM incorporates an approximate randomization test to
assess for statistical significance (Clarke and Warwick, 2001).

Univariate data analysis was performed using STATISTICA (version 6,
StatSoft, Inc. 2004), whereas multivariate analyses were implemented in
PRIMER program 5.0 (Clarke and Warwick, 2001, Plymouth Marine Laboratory
UK). The similarity percentages (SIMPER) procedure in PRIMER was used to
calculate the percentage contribution of each morphological character to the
overall difference among groups.

In order to determine the association of external factors (latitude, longitude,
precipitation, temperature and number of dry months) with the observed
pattern of morphological variation, we conducted Spearman rank correlations
(rs) against single morphological characters. Likewise, matrix correlations
(Mantel test) implemented in the program Zt (Bonnet and Van de Peer, 2002)
were performed to test for association between geographical proximity,

molecular distance, and environmental similarity with morphological variation.
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Partial Mantel tests were used to evaluate the effects of environmental factors in
phenotypic differentiation, while controlling for the effects of geographic
proximity. Additionally, we evaluated the effects of geographic proximity in

phenotypic differentiation, while controlling for environmental factors.

Results

Variation in scutellation

Except for labial scales and the post-ocular band width, other scutellation
characters included in this study exhibit great levels of divergence among
regions (Table 3.1). Number of supralabials ranged from 7 to 8, whereas the
number of infralabials varied from 9 to 12. Through the geographical range of
the species, the post-ocular band varied between 0.5 and 2.0 scales wide. None
of these variables show sexual dimorphism. Overall, the number of dorsal scale
rows at mid-body ranged between 23 and 29, whereas subcaudal scales ranged
from 53 to 58 pairs. In general, males average fewer mid-body rows of dorsal
scales and have more subcaudal scales than females, a trend that is sustained in
all physiographic regions (Table 3.1). The number of interrictal scales varied
from 22 to 33 in the overall sample; we found this trait to be sexually dimorphic

in four regions evaluated (MNCA, PCR, PC and VM).
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In general, ventral scales ranged from 182 to 220, but we did not found
differences in the number of these scales between males and females at any
region (Table 3.1). Likewise, we did not notice an effect of sex in the number of
dorsal blotches at each region, except in Magdalena Valley, where blotches
varied from 14 to 27 blotches (Table 3.1).

The overall pattern of morphological differentiation among physiographic
regions is roughly congruent for males and females (Fig. 3.2, Table 3.2),
although we detected some differences in the separation of regions located
within Lower Central America (CICA, PCR, CCP, DRN). Thus, females from
CICA differ from those females from PCR and CCP, although the separation is
weak as suggested by the low R-values obtained (R < 0.17 in both cases).
Conversely, separation among males from those regions is not sustained in our
analysis, and despite the barrier imposed by the central mountain axis of Costa
Rica and western Panama, males from CICA do not differ morphologically from
those from PCR (Table 3.2). Similarly, low R-values obtained suggest that males
from PCR do not differ from those coming from CCP (R = 0.01, P = 0.063),
although females do (R= 0.29, P = 0.001). As in these analyses the proportion of
males and females at each region is similar (Chi? = 7.96, df =8, P = 0.446), the

observed differences in the resolution of Lower Central American regions by
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Figure 3.2. Multidimensional scaling plot showing separation of B. asper males (a) and
females (b) from nine physiographic regions in terms of meristic characters. An
analysis of similarity supports significant clustering among several groups; see Table 3.

2 for abbreviations and Anosim results.

sex cannot be attributed to the effect of sample sizes differences.
In both sexes, snakes from Darien (DRN) do not differ morphologically from

those from Caribbean and Central Panama (CCP), nor with those from other
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localities along the Caribbean of Costa Rica and Nicaragua (CICA). Overall,
these results suggest that the populations from CICA and the Caribbean,
Central and eastern regions of Panama (CCP and DRN) are very similar in
morphology.

In Fig. 3.2, samples from MNCA and those from CH separate from other
regions in Lower Central America and South America (Table 3.2). In addition,
for both sexes there is a high degree of overlap between samples from MNCA
and CH, precluding morphological differentiation between them.

Among our South American samples, females from CC overlap with those
from DRN (P = 0.57), but this result is not observed in the males (P = 0.001).
Aside from this case, South American populations are clearly distinct from
Middle American populations of both sexes, and are also distinct among
themselves (Table 3.2). Thus, snakes grouped in the PC region are strongly
differentiated from those from MYV, and from those originating in CC (P < 0.005
in all cases). Likewise, snakes from CC differ from those in MV (P = 0.001),
although the low R values observed in males (R = 0.14, Table 3.2a) indicates

some degree of morphological overlap.
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@ n MNCA CICA PCR CH CCP DRN PC MV CC

MNCA 73 066 048 000 073 081 089 049 050
CICA 31 0.17
PCR 26| 0.28
CH 5 0.58
CcCp 14 0.28
DRN 8 0.45
PC 20 0.43
MV 27 0.14
CC 14

(b) n MNCA CICA PCR CH CCP DRN PC MY CC
MNCA 86 070 035 006 073 070 0.84 036 030
CICA
PCR
CH
ccp
DRN
PC
MV
CcC

Table 3.2. ANOSIM results comparing B, asper males (a) and females (b) from nine
physiographic regions. R-values are shown above diagonal (R=], if all individuals
within a population are more similar to each other than to any individual in another
population, and R=0 if there is no difference between populations). P-values below

diagonal (significance at P < 0.05, shown in gray). Region abbreviations as in Table 3.1.

Morphological variables that contribute to the distinction among B. asper
from different biogeographic regions are depicted in Table 3.3. For both sexes,
subcaudal scales separate snakes from South America (PC, MV, CC) from those

in Lower Central America.

100




On the other hand, weak separation within Lower Central America samples
(CICA, PCR, CCP, and DRN), is mainly driven by the effects of ventrals or
blotch number (Table 3.3). The ventral number was also the variable that
contributed most to differentiate MNCA with CICA and PC. The number of
interrictal scales for the males helps differentiate MNCA with MV and CC,
whereas the number of subcaudal scales allows differentiate MNCA with MV in
females (Table 3.3).

Among the South American groups, subcaudal scales contributed to the
difference between MV and CC groups in both sexes, whereas ventral scales
discriminate PC males from those from MV and CC. The interrictal scales and

the subcaudal scales allow PC females to be discriminated from MV and CC.

Molecular variation

We aligned 696 bp for Cytb and 626 bp for ND4. No indels or stop codons
were observed, as expected for protein-coding mitochondrial regions. Of the
1322 bp, 152 were variable and were 109 parsimony informative.

The GTR +I'+G was identified as the optimal model of sequence evolution
under the Akaike Information Criterion. Our phylogenetic analysis based in

mitochondrial sequences suggests at least four clearly distinct lineages with
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high Bayesian posterior probabilities (PP = 1.0 in all cases, Fig. 3.3): (1) one line
is constituted by individuals from the Caribbean of Middle America [MNCA-
CICA], (2) one that includes individuals from the Pacific slope of Costa Rica
[PCR], (3) one that includes individuals from Darien and the Chocoan region
[DRN-PC], and (4) a fourth lineage that includes localities in the Caribbean
Coast and the Magdalena Valley of Colombia [CC-MV]). Although the
molecular identity of samples from CH and CCP is unknown at present, the
pattern determined from this analysis differs from the pattern depicted by
morphological analysis.

Average p-distances uncorrected among groups and within groups of
analyzed B. asper specimens are shown in Table 3.4. Mean divergence among
groups ranged from 0.4% (between DRN and PC) to 6.3% (between MNCA and
PCR). Within Middle American samples, MNCA and CICA groups are more
genetically similar (3.4%) than either one is with PCR (6.2% and 5.2%, for
MNCA and CICA respectively) and DRN groups (5.2% and 4.3%, for MNCA

and DRN respectively).
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Bothrops caribbaens

Bothreps lanceolatus
Costa Rica 1
. CICA
1.0
Nicaragua
L0
Guatemala
MNCA
1.0
Belize
_— Costa Rica 2
1.0
PCR
Lo Costa Rica 3
l— Darién
1.0 1.0 Buenaventura I PC
Nuqui
05 Caucasia
ccC
1.0
Fundacién
1.0
Maceo
1.0 | . Puerto Berrio MV
0.4
Cimitarra

0,1

Figure 3.3. Bayesian phylogenetic and posterior probabilities for groups based on the
combined two — gene data set analyzed under the GTR+I+G model. Tip labels include
country or specific locality where B. asper specimens were sampled (Appendix 3.2).

Group abbreviations as in text.
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Groups

1 2 3 4 5 6 7 8

1 OQOutgroup 0.009 0.009 0.010 0.010 0.010 0.009 0.010
2 MNCA 0.068 0.006 0.010 0.009 0.008 0.002 0.009
3 CICA 0.064 0.034 0.010 0.008 0.008 0.009 0.008
4 PCR 0.070 0.063 0.058 0.007 0.008 0.009 0.009
5 DRN 0.067 0.052 0.043 0.037 0.008 0.009 0.009
6 PC 0.071 0.053 0.042 0.042 0.004 0.007 0.007
7 MV 0.063 0.057 0.046 0.041 0.026 0.030 0.004
8 CC 0.069 0.059 0.046 0.044 0.033 0.034 0.014

Table 3. 4. Mean (below diagonal) and Standard error (above diagonal) of sequence
divergence (p distance) among B. asper groups and outgroup (B. caribbaeus and B.

lanceclatus).

Correlation with ecological factor

The wide distributional range of B. asper in Middle and South America
includes localities that varied not only in latitude and longitude, but that
experience a great divergence in environmental parameters, including
temperature, precipitation, and patterns of rainfall. Sampled localities range in
latitude from 24°56'34.06"N in Tamaulipas (Mexico) to 4°57'54.11"N in Novita
municipality (Chocé, Colombia). However, mean annual precipitation ranges
from 550 mm in Mexico to 8000 mm in Lloré (Choco, Colombia). Likewise, the
number of dry months ranged from 0 in PC and some localities of CICA to 8 in

Cortez (Honduras), and mean temperature varied from 16.5 °C in Olancho
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(Honduras) to 28°C in several localities of Caribbean Cost in Colombia
(Appendix 3.3). Localities that exhibit lowest mean precipitation have the
longest dry season (rs=- 0.682, P < 0.001).

For males and females considered separately, morphological similarity is
higher among regions that are in close proximity geographically. Not
surprisingly, close regions share similarities also in precipitation and rainfall
regime (Table 3.5), and therefore these two variables are also correlated with
morphological distances (Table 3.5). The effects of precipitation and number of
dry months over morphological distance persist even after removing the effects
of geographic proximity (Table 3.5). In general, precipitation level is negatively
correlated with the number of interrictal scales, the number of ventral scales,
blotch number, and subcaudal scales (rs < -0.246, P <0.001 for all correlations).
For both sexes, our analyses reveal weak correlation between morphological
distances and mean annual temperature (Table 3.5). On the other hand, genetic
divergence among regions, inferred from mDNA sequences, is not related to
snake morphological distance (Table 3.5), nor to any of the environmental

variables included in these analyses.
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Comparison matrices Sex r P
Mantel Test:
Morphological distances vs External factors
) , M 0.332 <0.001
Morphological vs Geographic ¥ 0311 <0.001
M 0.237 <0.001
3 #
Morphological vs Dry months F 0263 <0.001
M 0.434 <0.,001
. T
Morphological vs Precipitation’ F 0.370 <0.001
M -0.125 <0,001
T L2
Morphological vs Temperature F L0.093 <0.001
T : M 0.210 <0.001
Precipitation vs Geographic E 0190 <0.001
, M 0.132 <0.001
Dry months vs Geographic . 0180 <0.001
. M 0.10¢ 0.002
Temperature vs Geographic ¥ 0102 <0.001
o M 0.400 <0.001
Dry months vs Precipitation F 0401 <0.001
Parcial Mantel Test
. . M 0.207 <0.001
Morphological X dry months X Geographic F 0292 <0.001
. s . M 0.331 <0.001
Morphological X precipitation X geographic F 0332 <0.001
Morphological X & hare X hi M -0127 <0.001
orphological X temperature X geographic F 0132 <0.001
Mantel Test: Genetic distance vs Morphological and
External factors
Genetic vs Morphological -0.001 0.500
Genetic vs Geographic 0.050 0.389
Genetic vs Dry months 0.109 0.162
Genetic vs Precipitation 0.165 0.147
Genetic vs Temperature 0.026 0.378

Table 3.5. Matrix correlation table, Mantel tests using 10000 iterations. Abbreviation: r,

correlation coefficient between matrices; P, probability.
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Except for the relationship between subcaudal scales in males and the number
of dry months, all other meristic characters exhibit a positive correlation with
latitude and number of dry months: (a)Ventral scales: latitude (rs > 0.625, P <
0.001, for both sexes); number of dry months (rs > 0.515, P < 0.001, for both
sexes). (b) Interrictal scales: latitude (1s > 0.392, P < 0.001, for both sexes); number
of dry months (rs > 0.193, P < 0.006, for both sexes). (c). Blotch number; latitude
(rs > 0.523, P < 0.0001, for both sexes); number of dry months (rs > 0.324, P <
0.0001, for both sexes). (d) Subcaudal scales: latitude (rs > 0.2000, P < 0.010, for
both sexes); number of dry months (females: rs = 0.293, P < 0.0001; males: s =
0.120, P = 0.091). On the other hand, body length do not changes in localities at
different latitudes (females: rs = 0.062, P = 0.608, n = 70; males: rs= 0.082, P = 0.516,
n=65).

From these results, we conclude that in general, reduced precipitation and
increased latitude and number of dry months are correlated with higher number

of interrictal scales, ventral number, subcaudal scales, and blotch number.
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Discussion
Morphological versus molecular variation

The pattern of phenotypic variation revealed in this study is roughly
congruent between sexes and it shows important distinction between snakes
from MNCA and CH and those from Lower Central. Snakes from all three
regions separated by the Colombian Andes are also distinct, and they differ
substantially from those from Middle American localities.

On the other hand, four distinct evolutionary lineages that vary in their level
of divergence are evident within B. asper. The first lineage considered, from
Caribbean Middle America (MNCA and CICA), show high levels of mean
sequence divergence from samples that arise on the Pacific slope Costa Rica,
Darién and Colombia (5.2 + 0.74%). The Caribbean distribution of B. asper in
Middle America extends continuously along the coastal lowlands of the Gulf of
Mexico, the Yucatan Peninsula and Central America, and currently there is no
evident barrier that might prevent gene flow along these regions. Nevertheless,
sequence divergence between MNCA and CICA is comparatively high (3.4 +
0.9%).

Currently no obvious geographic barrier restricts gene flow between MNCA

and CICA populations, but these regions were separated until late Pliocene by
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the Nicaraguan depression (Sasa, 2002; Savage, 2002). Thus, contact between
populations in MNCA and CICA might be a relatively recent event.

A second lineage includes samples from PCR. Localities within this region
are separated from those in CICA by the Cordillera de Talamanca, the longest
mountain range in Costa Rica and Panama that has a mean elevation that
exceeds 2,500 m. This range imposes an elevation barrier to the dispersal of B.
asper, and accordingly might restrict gene flow between Caribbean and Pacific
populations of this species (Table 3.5, but see Sasa and Barrantes, 1998).
However, phenotypic differentiation between these regions is weak. Sequence
divergence between PCR and samples from Darien and Colombia are also
relatively high (4.1 + 0.29%), thus supporting the distinctiveness of the PCR
populations.

A third lineage is composed of samples from DRN and PC, and therefore
represents the Chocoan region. This biogeographical region extends to the
Pacific coast, starting in eastern Panama, and continuing along western
Colombia and northern Ecuador, and is characterized by low elevations (<300
m) and by high precipitation that allows the development of a rainforest with
high levels of regional endemism (Kaitan et al., 2004; Ron, 2008). No evident

geographic barrier might prevent gene flow between PC and DRN B. asper
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populations, although some phenotypic differences were observed between
them. Furthermore, mean sequence divergence between Chocoan populations
and other Colombian groups is relatively high (3.1 0.36%), and they are
separated by the Cordillera Occidental and the Cordillera Central. These
mountain ranges attained maximum elevation during Pliocene (2 to 5 mya) with
an uplifting rate up to 3 mm/year during that period (Gregory-Wodzicki, 2000).
Thus, it is probable that during this period much of the observed divergence
between Chocoan and cis-Andean populations arise, as has been observed in
other taxa (Cheviron et al., 2005; Noonan and Wray, 2006).

The fourth and last lineage considered is composed of samples from CC and
MYV that show low levels of sequence divergence (1.4 0.4%), although they
exhibit some weak phenotypic differentiation. Gene flow between MV and CC
B. asper populations might be possible along the Magdalena River Basin.

Therefore, phenotypic differentiation is not congruent with the phylogenetic
relationships observed at the intraspecific level in B. asper, and other hypotheses

should be invoked to explain morphological variation.
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Effects of environmental factors and adaptation

In Middle America, dry conditions (lower precipitation, longer dry season)
decrease from west to east (Pacific to Caribbean) and increase from south to
north (Vargas 2004). In contrast, in Colombia the rainfall is greater in the Pacific
lowlands (mean precipitation > 3000 mm) and diminishes northward to the
Caribbean region (Appendix 3.3). Hence, the driest localities in the range of B.
asper are those in MNCA, CH, PCR, and CC (mean precipitation <2200 mm,
<2250 mm, <2450 mm, and <2500 mm, respectively). In addition, individuals
from these same regions show the greatest number of scales and dorsal blotches.

The correspondence between dryness and number of scales is known in
other species of Squamata (Soulé and Kerfoot, 1972; Thorpe and Baez, 1987;
Brown et al., 1991; Malhotra and Thorpe, 1997), and may comprise a causal
effect of the environment (Castellano et al., 1994).

In one hand, environmental conditions during pregnancy are known to have
an effect in some scale numbers in snakes (Fox, 1948; Osgood, 1978; Lourdais et
al., 2004). For instances, Osgood (1978) induced changes in scutellation at
various treatments of temperature during embryonic development in Natrix
fasciata. However, the magnitude of differences observed in his experiment was

less than one standard deviation from the mean, a much smaller difference than
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the observed variation in nature. Furthermore, several researchers (Arnold,
1988; Arnold and Peterson, 1989) suggest that environmental induction might
contribute minimally to phenotypic variance in snakes, and is not likely the sole
cause of this phenomenon.

Alternatively, phenotypic variation in the scale number of B. asper might
have an adaptive origin, and be a consequence of selection acting to confront
local environmental conditions (Castellano et al., 1994). For instance, Soulé and
Kerfoot (1972) suggested that morphological differences observed in the spiny
lizard Sceloporus graciosus result from local adaptation to thermoregulation,
whereas Horton (1972) indicate that in different skink species genus Ergenia
differences result from the control of water loss.

According to Bently and Schmidt-Nielsen (1966), between 25 and 50% of the
water loss in lizards and snakes is cutaneuos, depending on the species,
physiological state, and environmental conditions. For this reason, scutellation
determines the surface area of skin that is exposed to the environment (Soulé
and Kerfoot, 1972), and in general, interstitial area is inversely related to the
number of scales and proportional to scale size. Thus, an increase in scale
number might reduce the skin surface area exposed and in this way allows

better protection against water loss in drier climates.
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Sanders et al,, (2004) indicate that this adaptation might be important in
vipers that require distending the body while consuming large prey items, thus
increasing and exposing interstitial skin surface area. In B. asper, selection might

act in a similar way to facilitate water preservation in drier localities.

Extent of ecotypic variation and final remarks

If selective forces shape morphological variation, they might also account for
the taxonomic confusion of B. asper and related species. For instance, Markezich
and Taphorn (1993) failed to distinguish between B. asper and B. atrox in a
suspected zone of sympatry in western Venezuela, and suggested that the
phenotypic variation found “may be caused by heterogeneous selection
pressures associated with these varied communities operating on a particularly
broad genome” (Markezich and Taphorn 1993). Hence, statistical overlap
observed in traits traditionally used in classification of lanceheads (Wiister et al.
1996, Gutberlet and Harvey, 2004) might result from ecological convergence and
thus, the taxonomic value of these characters must be regarded with caution.

Our analysis suggests that selection can act at very subtle levels of
environmental differentiation. As new evidence accumulates on the biological

impacts of global climate change (Parmesan and Yohe, 2003; Root et al., 2003) it
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is tempting to speculate that morphological differentiation in B. asper (and other
snakes) could be affected by climate changes acting at regional scales (Hulme
and Sheard, 1999; Zwiers and Zhang, 2003). Millen et al. (2006) suggest that
ecotypic variation (observed geographical variation in response to variation in
the local environment) can also be influenced by climate change. This view is
evidenced by the changes in body size in several contemporary species
attributed to climate change (Smith and Betancourt, 1998;Yom-Tov , 2001; Yom-
Tov et al,, 2006), and climate change is predicted to have an even greater impact
on animal morphology and ecology in the future (Hughes, 2000; McCarty, 2001;
Kinnison and Hendry, 2001; Hairston et al., 2005).

In conclusion, our analysis demonstrates that phenotypic variation in B. asper
might be an adaptive response to differences in dryness at a local scale. The
effects of environmental factors in shaping morphological characters in
lanceheads should be considered if proper understanding of character evolution
and reliable species identification is desired, especially in cases of taxa that are

broadly dispersed over variable environments.
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Appendix 3.1, Material examined

Abbreviations of the Institutions:

AMNH: American Museum of Natural History, 79th St. & Central Park West,
New York, New York 10024. CAS: California Academy of Sciences, Golden Gate
Park, San Francisco, CA 94118. FMNH: Field Museum of Natural History,
Roosevelt Road & Lake Shore Dr., Chicago, IL 60605. ICP: Instituto Clodomiro
Picado. MHUA: Museo de Herpetologia de la Universidad de Antioquia,
Medellin, Colombia, Calle 67 No. 53-108. MUTCH: Museo Universidad
Tecnolégica del Chocd, Quibdo, Colombia. KU: University of Kansas, Museum
of Natural History, Lawrence, Kansas 66045. LACM: Los Angeles County
Museum of Natural History, 900 Exposition Blvd, Los Angeles, CA 90007.
MVZ: University of California at Berkeley, Museum of Vertebrate Zoology,
Berkeley, CA 94720. SUA: Serpentario Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia, Carrera 50° No. 63-65. TCWC: Texas A&M University, Texas
Cooperative Wildlife Collection, College Station, TX 77843. USNM: National
Museum of Natural History, Smithsonian Institution, Washington, D.C. 20560.
UTA: University of Texas at Arlington, Merriam Museum Arlington, TX 76019.
Bothrops asper. Belize: Manatee Rd. (FMINH 3480, 4197); Cayo: Privason Creek,

Mountain Pine Ridge (AMNH126449,126450; 0.4 mi S Belmopan on
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Hummingbird Hwy (KU 157657); Toledo: Blue Creek Village (UTA R-11072).
Colombia: Acandi (MHUA 14065 ); Alto Baudoé (SUA 203); Apartadd (SUA 983,
980); Bahia Solano (SUA 1223, 1406, 1405); Céceres (SUA 2256); Caracoli (SUA
1404, 1773, 2995); Carepa (SUA 1113, 1178, 1298 ,1300, 3241, 1178, 1300, 3241);
Caucasia (MHUA 14447; SUA 816, 978, 460, 957, 2375, 986, 1380, 2321,
2379,2698); Chigorodé (SUA 1169, 1170, 1172, 1216, 1334); Cimitarra (SUA 390,
932, 1506, 1691, 1875, 2388, 2446, 2464); El Bagre (SUA 1405); Gomez Plata (SUA
3318, 3319); La Victoria, Caldas (MHUA 14322, 14385, 14444); Ibagué ( SUA
2990); fstmina (SUA 312, 313, 1861); Lloré (SUA 3818; MUTCH 001, 008); Maceo
(SUA 1681, 3123); Murindé (SUA 1622, 1623); Mutat& (SUA 255); Necocli (SUA
2937); Novita (MUTCH 003, 004, 007); Nuqui (MHUA 14034, 14437, 14438);
Qcafia (SUA 3395); Planeta Rica (SUA 2909); Porce (SUA 298, 320, 3323, 3367);
Posamanza (SUA 545, 544, 600, 1575, 1576); Puerto Berrio (SUA 215, 234, 402,
557, 616, 658 , 776, 1278, 1689, 2119, 2243, 2633, 2680, 2720, 2721, 3375); Puerto
Nare (SUA 1381, 1311); Puerto Triunfo (SUA 497); Puerto Valdivia (SUA 2696);
San Carlos (SUA 2040, 2043, 2237, 2296, 2344, 2416, 2978); San Francisco (SUA
772); San José del Nus (SUA 3137); San Luis (SUA 420, 1986, 2359, 2386, 2783,
2875); San Miguel (SUA 3783); San Rafael (SUA 2307, 3333, 3605); Sonsén (SUA

2782); Tierralta (SUA 2273, 2293; MHUA 14327, 14328); Turbaco (SUA 3849,
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3850); Turbo (SUA 453, 1313, 1382); Ustacuri (MHUA 14187); Vegachi (SUA
1774, 2712, 2732, 2784, 3346, 3355, 3626, 3641, 3654, 3710); Vigia del Fuerte (SUA

1613, 1686); Yali (SUA 1508); Yolombo (SUA 3050); Yondé (SUA 744). Costa

Rica: Alajuela: Santa Clara (AMNH12770); Ciudad Quesada (LACM 114147-48);
Cartago: Turrialba (AMNH 69720; KU 30963, 30999, 31008, 34007, 56004);
Moravia de Turrialba: (KU 63197); Pavones (UTA R-12921-27, 12931-38, 14507-
10); Guanacaste: Tenorio: Finca Las Flores (KU 34008-10); Heredia: Paso Azul
(AMNH 17337, 17386), Puerto Viejo (KU 103908, MVZ 206329), La Virgen (KU
63915);Sarapiqui (ICP 1391,, 1392, 1393, 1394, 1395, 1396, 1397, 1398, 1399, 1400,
1401, 1402, 1403, 1404,1405); Limén: Limén (AMNH 17380, 17382, UTA R-34157),
Guépiles (AMNH 64448), Tortuguero (AMNH 89163-65, LACM 131113},
Penshurt (AMNH 99681), El Diamante (KU 25677), Linda Vista de Siquirres
(UTA R-12996); Puntarenas: Pto. Jiménez (AMNH 17278), 4.5 km Rincén de Osa
(KU 102537, LACM 114149), 14 km NW Buenos Aires (KU 63916), Golfito
(LACM 59196), Rio Pefias Blancas (UTA R-32494); San José: no other locality
(AMNH 17384); Bajo Perez ( ICP 1306-09, 1311, 1314-16,1318, 1322-26,1329-30,
1332, 1336, 1341-1346, 1348, 1352-55, 1358, 1360-61); Siquirres (ICP 1362-72, 1374,
1386-90). Guatemala: Alta Verapaz: Sierra de Las Minas, Pueblo Viejd (UTA R-

26636, 26638, 26640), 1 km S (air) Finca Tinajas (UTA R-26637); Escuintla: S Slope
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Volcan de Agua, Finca Rosario Vista Hermosa (UTA R-21877-78, 21882, 21885,
21886-91, 21893-4, 21898-901, 21906); Izabal, Los Amates, Sierra del Espiritu
Santo (KU 191151-52, UTA R-28620), Montanas del Mico, WSW Puerto Santo
Tomds, Las Escobas (KU 191154-58, 191503, UTA R-14531, 21905, 23062); Las
Dantas, El Estor (MVZ 160504-05, UTA R-8834, 15651, 21872), Mariscos (UTA R-
21873), Canoas (UTA R-21907), Sierra de Santa Cruz, Finca Semuc, 1 km rd S
headquarters (UTA R-26643-44), Morales, Sierra de Caral, Aldea Negro Norte
(UTA R-37430); Petén: 25 km Flores (AMNH 110664-65), Sojio, 12 km S of La
Libertad (AMNH 69972), 8§ mi S Uaxactim (KU 157658), Tikal (UTA R-22226,
35017), 15 km NW Chinaja (KU 55704), Sayaxché (KU 57138), Quirigua (AMNH
122764); Quetzantenango: Finca El Carmen, km 197 on CA-2 (UTA R-21904).
Honduras: Atlantida: Quebrada de Oro (KU 200507); Copan: Quebrada Grande
(KU 200621); Cortez: Agua Azul (AMNH 26151); Lancetilla (AMNH 46952);
Olancho: Sierra de Agalta (FMNH 236415); Toro: 6 km S El Progreso (MVZ
171546), no other locality (AMNH 29965, 32573); Mexico: Chiapas: Mal Paso
(TCWC 21546), La Esperanza (AMNH 66455, USNM 110433), Ruinas de
Palenque (KU 94137, USNM 110430, Chicharras (USNM 46602), Sabana de San
Quintin (KU 94138); Qaxaca: Temescal MVZ 78100), 10 mi S Oaxaca (MVZ

150506), Santo Domingo (USNM 47931-32), 12.7 km Valle Nacional Bridge
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(UTA R-14529), Sierra Juarez, Metates (UTA R-14530, 25850); Puebla:
Hueytamalco (AMNH 123919); San Diego (AMNH 58225), Vegas de Suchi
(AMNH 58231), Necaxa, Rio Necaxa (AMNH 76433); Quintana Roo: Xkanha,
boundary of Campeche and Quintana Roo (AMNH 7860), 9 km W Puerto Juarez
(KU 70908), 12 km N of Tulum (CAS 150329-30, UTA R-17095), Pueblo Nuevo
X-Can (KU 70907), 17.9 mi NE Felipe Carrillo (KU157659, 171742), 8.1 mi SW
Vicente Guerrero (KU 157661), 22 km N Kantunil Kin (KU 171758), Cacbas, 86
km W Chetumal (KU 75003), Canctn Airpoxt (MVZ 160199), between Tulum
and Coba at km 14 (UTA R- 17031); San Luis Potosi: Antigua Morelos, Salto de
Agua (TCWC 6974, AMNH 110389, KU 24033), Chapulhuaco, Hidalgo (AMNH
67315), 2 mi W Tamuin (AMNH 93434), 10 mi W Ebano (KU 24032), Xilitia
region (KU 24080); Tabasco: Zapato Junction (CAS 114091),14 mi NE
Macultepec (KU 157662), Teapa (USNM 46406), no other data; Tamaulipas: no
other data (CAS 71773), Rio Sabinas (LACM 20229-31); Veracruz: Rio
Quetzalpan (TCWC 19157), 2 mi E Tabarca, Lago Catemaco (TCWC 2139,
MVZ 76142), 2 km NW Sontecomapan (TCWC 21395), Los Tuxtlas (TCWC
21396, 21912), 21 mi E Las Chaspas (TCWC 21397), Palmilla, Tlacopayan
(AMNH 4290), Veracruz (AMNH 79034), Tezonapa (CAS 74396), SW Jesus

Carranza (KU 23915, 23995-97, 27008), 20 km ENE Jestis Carranza (KU 27009-11,
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27565-67), Paso del Macho (KU 26473), Mirador (USNM 25047-48, 25212),
Orizaba (USNM 30220), San Rafael (USNM 32149), 7 km NW Sontecomapan
(UTA R-2748, 2920, 3021, 3063, 9444, 9460), W slope Santa Marta (UTA R-
3010),12 mi NW Tuxpan (AMNH 93435), Mirador (USNM 25046); Yucatan: 12
mi 8 Rio Lagartos (KU 75004); Campeche: Encarnacién (FMNH 105314-16), 8 km
N Xpujil (KU 75001); no other data. Nicaragua: Zelaya: El Recreo (KU 112957-
58, 125013), Cukra trail to Kanawa (AMNH 12705), Kanawa (AMNH 12708),
Bluefields (AMNH 12707-09), Cupitna Camp (AMNH 12711-12), Rio
Huahuasban (AMNH 70244), Rio Cama (AMNH 7413), Kyras, Musawas
Waspues River (AMNH 75221); Panama: Bocas del Toro: Rio Changuinola,
Queb. Guabo, 16 km W Almirante (AMNH 119093-95, KU 107849), Rio Chico
(AMNH-64447), Peninsula Valiente (KU 96986); Chiriqui: no further data (MCZ
26882-94), 16 mi W Potrerillos (MVZ 35563-67), Panamerican Highway, 27 mi
NW David (MVZ 78768); Cristébal (AMNH 36189); Darién: Rio Subcuti
(AMNH 36209), Turia Valley (CAS 71738-41), Rio Tuira at Rio Mono (KU
97031,107853-56), El Real (KU 107857-58, 80603), Rio Chucunaque, 7 km above
Rio Mortf (KU-107859-62), Santa Fe, Rio Sabana (KU 112571), Yaviza (MVZ
83439-40); Panama: Altos de Maja (AMNH 109640), Barro Colorado Island

(AMNH 63409, 85616, MVZ 78076), Canal Zone, Ft. Clayton (AMNH 81974,
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FMNH 31743, KU 107850-52, 112572), Canal Zone, Curundu (KU 75765, 80276~
81), Midbasin Chagres and mouth of Piquini River (MCZ 37086-88), Tocumen
Airport, Panama (MVZ 78769); San Blas: Camp Sasardi(KU 112569), Camp

Summit (KU 112570).

Appendix 3.2, Origin and vouchers of samples used in molecular analyses

included in this study.

Specie Locality_Country Voucher Cythb, ND4

B. caribbaeus Grande Anse, Saint Lucia AF292598, AF292636
B. lanceolatus Martinique AF292599, AF292637
B, asper Metagalpa, Nicaragua ENS 9834 FJ985705

B. asper San Carlos, Alajuela, Costa Rica ICP 0404 FJ985706, FJ985716
B. asper Quebrada Ganado, San José, Costa Rica  MZUCR11152 AY223599, U41876
B. asper Acosta, San José, Costa Rica ICP Pac 0202 Fj985704

B. asper Petén, Guatemala ICP 1150 FJ985707

B. asper Mile 38, Western Highway, Belize Zoo A292600, AF292638
B. asper Buenaventura, Valle del Cauca, Colombia INS B60 ¥)985702, F]985713
B. asper La Changa, Darién, Panama ICP 1286 FJ9857(1, FJ985715
B. asper Nugqui, Choco, Colombia MHUA 14438 FJ985703, FJ985714
B. asper Caucasia , Antioquia, Colombia MHUA 14447 FJ985699, FJ985711
B. asper Fundacidén, Magdalena, Colombia SUA 3971 FJ985700, FJ985712
B. asper Cimitarra , Santander, Colombia SUA 1691 FJ985698, FJ985710
B. asper Maceo , Antioquia, Colombia MHUA 14311 FJ985697, F]985709
B. asper Puerto Berrio , Antioquia SUA 2721 FJ985696, F1985708
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Appendix 3.3. Specimen localities and climate information.

The first number correspond to latitude (UTM), the second is longitude (UTM),
the third is mean annual precipitation (in mm), the fourth is mean annual
temperature (in °C) and, the fifth data correspond to number of dry months per
year (see Material and Methods), reported in each locality. Sources for climate
data are as follow. Belize: National Metereclogical Service (NMS,

hitp://www.hydromet.gov.bz). Colombia: Instituto de Hidrologia, Meteorologia

y Estudios Ambientales (IDeAm) de Catalogo de Publicaciones Web
(http://www.ideam.gov.co). Middle America, Vargas (2004). Costa Rica: Solano
and Villalobos, 2001. Guatemala: Instituto Nacional de Sismologia,

Vulcanologia, Meteorologia e Hidrologia (http://www.insivumeh.gob.Gt).

México, Servicio Meteoroldgico Nacional, Comisién Nacional del agua

(CONAGUA) (hitp://smn.cna.gob.mx/smmpt/smn_a2.html). Panama:

Hidrometeorologia, (http://www.hidromet.com.pa).

Belize: Cayo: 16.8327, -90.3026, 1800, 26.1, 2; Toledo: 16.2490, -88.8682, 1800,
26.1, 2. Colombia: Acandi: 6.8703, -75.1664, 3000, 28.0, 0; Alto Baudé: 5.7098, -
76.9927, 5000, 28.0, 0; Apartadd: 7.8813, -76.6517, 3180, 27.2, 0; Bahia Solano:
6.2226, -77.4012, 4982, 25.6, 0; Caceres: 7.5800, -75.3500, 1032, 28.0, 4; Caracoli:

6.8703, -75.1664, 3000, 27.0, 3; Carepa: 7.7700, -76.6600, 4000, 28.0, 2; Caucasia:
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7.9900, -75.2100, 1032, 28.3, 4; Chigorodé: 7.6622, -76.6861, 5000, 28.0, 2;
Cimitarra: 6.3175, -73.9521, 2700, 28.0, 1; El Bagre: 6.2960, -74.7262, 2176, 28.0 , 1;
Goémez Plata: 6.6800, -75.2200, 3000, 28.0 ,2; La Victoria, Caldas: 5.3167, -74.9125,
2500, 26.0 , 0; Ibagué,: 4.4500, -75.2400, 1800, 28.4, 0; Istmina: 5.1437, -76.6801,
7000, 25.9, 0; Llord: 5.5100, -76.6800, 8000, 28.0 , 0; Maceo: 6.55, -74.7900, 3000,
23.0 , 1; Murindé: 6.9658, -76.7502, 5000, 28.0, 0; Mutata: 7.2500, -76.4400, 2500,
28.0, 0; Necocli: 8.4300, -76.7900, 3000, 27.4, 2; Novita: 4.9394, -76.6232, 8000,
28.0, 0; Nuqui: 5.7100,-77.2700, 7000, 26.0, 0; Ocafia: 8.2326, -73.3569, 863, 26.0, 5;
Planeta Rica: 8.4200, -75.5800, 2000, 28.3, 4; Porce: 6.5500, -75.2333, 3000, 28.0, 2;
Posamanza: 6.1300, 77.3200, 7000, 28.0, 0 Puerto Berrio: 6.5060, -74.3742, 3000,
28.2, 1; Puerto Valdivia: 7.2824, -75.3943, 2000, 28.3, 1; San Carlos: 6.1880, -
74.9904, 3000, 24.0, 2; San José del Nus: 6.2456, -74.9904, 3000, 28.0, 2; San Luis:
6.2644, -73.1509, 3000, 24.0, 1; San Rafael: 6.3049, -75.0249, 3000, 26.0, 2; Sonsén:
5.8700, -74.9400, 3000, 22.0, 1;Tierralta: 8.1800, -76.0788, 2000, 28.3, 4; Turbaco:
10.3400, - 75.4200, 793, 27.7, 4; Turbo: 8.0955, -76.7483, 3180, 27.2, 0; Usiacuri:
10.7399, -74.9840, 814, 27.4, 5; Vegachi: 6.7700, -74.8000, 3000, 23.0, 2; Vigia del
Fuerte: 6.7882, -76.9060, 7000, 28.0, 0; Yali: 6.6408, -74.8541, 3000, 23.0, 3;
Yolombé: 6.6000, -75.0100, 2647, 21, 3; Yondo: 7.0048, -73.9286, 2799, 28, 1. Costa

Rica: Alajuela: 10.3792, -84.4404, 2100, 23.6, 4; Bajo Perez, Acosta: 9.8012, -
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84.1617, 2370, 20.3, 4; Cartago: 9.8824, -83.6227, 23, 19.2, 2; Guanacaste: 10.4877, -
85.3549, 2462, 27.1, 5; Heredia: 10.3778, -83.9601, 2000, 19.8, 3; Sarapiqui: 9.8418,
-83.5972, 4000, 25.3, 0; Limén: 10.0700, -83.4500, 4860, 25.7, 0; Puntarenas: 9.2046,
-83.3336, 2100, 27.0, 5; San José: 9.9365, -84.1000, 2000, 20.3, 5; Siquirres:
10.1014, -83.3705, 4000, 26.0, 0. Guatemala: Alta Verapaz: 15.5304, -90.1569, 1956,
26.8, 4; Escuintla: 14.1554, -98.9759, 1860, 27.2, 4; Izabal: 15.5197, -88.9274, 1676,
27.8, 3; Petén: 16.8845, -90.3144, 1800, 26.8, 4. Honduras: Atlantida: 15.5937, -
87.1657, 2000, 21.2, 4; Copan: 14.8585, -89.0924, 688.8, 24.1, 6; Cortez: 15.4822, -
88.0953, 800, 23.2, 8 Olancho: 14.7989, -45.7689, 1317.2, 16.8, 6. Mexico:
Campeche: 19.7789, -88.4910, 1794.2, 25.8, 4; Chiapas: 16.0875, -92.7802, 2190.7,
24.1, 5; OQaxaca: 18.0882, -96.1232, 1618, 22.4, 5; Puebla: 20.1824, -101.2597, 1254,
20.1, 4; Quintana Roo: 19.1142, -88.4909, 1457, 27.9, 7; San Luis Potosi: 22.0949, -
88.4909, 808.4, 21.0, 6; Tabasco: 21.8031, -102.9282, 2036, 26.4, 4; Tamaulipas:
24,1757, -97.8388, 738.8, 23.0, 4; Veracruz: 18.5910, -95.0180, 1830.1, 23.7, 2;
Yucatan: 20.6968, -89.1051, 1084.0, 25.9, 5. Nicaragua: Bluefields: 12.0667,-
83.7500, 4285, 0. Panamd: Bocas del Toro: 9.3339, -82.2550, 3752, 27.4, O;
Chiriqui: 8.3816, -82.3215, 2500, 27.0, 3; Cristobal: 9.3698, -79.3798, 3000, 26.7, 3;
Darién: 8.0707, -78.2016, 3000, 27, 3; Panama: 8.2213, -78.2168, 3000, 26.7, 3; San

Blas: 9.2331, -78.2260, 3000, 25, 3.
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CAPITULO IV
DISCUSION GENERAL
A la luz de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, la discusion se
desglosard de acuerdo a los objetivos planteados y estara relacionada con las
principales preguntas y resultados obtenidos en los articulos que comprenden

esta tesis (ver tabla resumen).

4.1. Taxonomia y relacidn filogenética entre B. asper y el grupo atrox

En este estudio fueron tomados datos moleculares y morfoldgicos de
individuos de B. asper a lo largo de su rango de distribucion y solo datos
moleculares de las especies que conforman el grupo atrox (B. atrox, B. isabelae, B.
leucurus, B, moojeni y B. marajoensis, sensu Salomo et al., 1997), procedentes de
diversas localidades de Colombia, Venezuela, Brasil, Pert y Ecuador. Las
especies que conforman el grupo atrox y B. asper son similares en apariencia
especialmente en el patrén criptico de coloracidn y muestran solapamiento en
caracteres meristicos, lo cual ha creado confusién taxonomica para asignar
especies nominales (Campbell y Lamar, 2004). A nivel molecular, los trabajos de
Wiister et al. (2002b) y Parkinson et al. (2002a) sugirieron la relacion de grupo

hermano entre las especies que conforman el grupo afrox y B. asper. Sin
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embargo, en estos trabajos fue considerada solo una muesira de B. asper
procedente de Mesoamérica y una (Parkinson et al., 2002a) o varias especies del
grupo atrox (Wiister et al,, 2002b). La filogenia interespecifica obtenida en este
estudio con genes mitocondriales soporté la monofilia del grupo afrox. En este
grupo se observaron dos clados, uno de ellos conformados por B. airox y B.
marajoensis y el otro conformado por B. isabelae, no obstante la posicion
filogenética de B. moojeni y B. leucurus no fue determinada. Los resultados de
este estudio no permitieron establecer la relacién filogenética entre las
poblaciones de B. asper y el grupo atrox ni permitieron considerar a B, asper
como grupo monofilético.

La politomia entre las especies que conforman el grupo atrox y los linajes de
B. asper encontrada en este estudio podria ser resuelta con la incorporacion de
otros genes mitocondriales como la regién control y algunos genes nucleares.
Como se mencioné en el capitulo introductorio de esta tesis, la regién control
esta duplicada en serpientes (Kumazawa et al., 1998; Dong y Kumazawa., 2005).
Segiin Kumazawa et al. (1998), el estado duplicado de la region control no es
una caracteristica transitoria o inestable hallada en un individuo en particular.
Ademés, esta regién presenta diferencias a nivel inter especifico debido a que

varia en cuanto a su posicién, longitud y mimero (Yan et al., 2008). Por tanto, la
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secuenciacién de este gen podria darnos luces sobre las relaciones filogenéticas
de las especies. Con respecto a los genes nucleares, diversos estudios en aves
(Eberhard y Bermingham, 2004), mamiferos (Matthee et al.,, 2001; Matihee et al,,
2004; Matthee y Davis, 2001; Willows-Munro et al., 2005) y reptiles (Sanders y
Lee, 2007; Sanders et al, 2008), han encontrado filogenias mdas robustas al
incorporar marcadores nucleares en sus analisis. Estos estudios han demostrado
que estos marcadores presentan niveles bajos de homoplasia y son ttiles para
recuperar informacién de grupos taxonémicos que han experimentado eventos
de radiacién adaptativa rapida, como el ancestro del género Bothrops (Wiister et
al,, 2002a). Ademas, se hace necesario la incorporacion de nuevas localidades
que comprendan un mayor rango de distribucion del grupo atrox y de B. asper,

principalmente muestras procedentes de Panamé, Venezuela, Ecuador y Brasil.

4.2. Concordancia entre el patrén filogeografico y morfoldgico de B. asper con
atributos biogeograficos

El patrén de variacion fenotipica entre los grupos preestablecidos de B. asper
en este estudio, fue congruente entre sexos, pero no presento correspondencia
entre la variacién morfolégica y divergencia molecular. No obstante B. asper

presenta dimorfismo sexual, la comparacién entre los caracteres meristicos
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medios en cada grupo y analizados en forma independiente para machos y
hembras, generé el mismo grado de similitud o diferenciacién entre los nueve
grupos evaluados..

El andlisis filogeografico de los individuos de B. asper mostro seis linajes
divergentes y concordantes con los rasgos fisiograficos presentes en
Mesoamérica y en el norte de América del Sur. Los resultados moleculares
mostraron que B. asper se distribuye en forma continua a lo largo de la region
Caribe de Mesoamérica, conformando dos linajes comprendidos por individuos
de México y América Central Nuclear (Guatemala, Belice y Honduras) y
América Ceniral Istmica (Nicaragua y Costa Rica), con una considerable
divergencia genética entre ellos (4.0 % * 1.1). Actualmente, no hay una barrera
geografica evidente que restrinja el flujo génico enire estos grupos. Sin embargo,
estas regiones estuvieron separadas hasta el Plioceno tardio por la Depresion de
Nicaragua (Sasa, 2002; Savage, 2002). Consecuentemente, el contacto entre estos
dos grupos podria ser un evento reciente.

La variacién morfoldgica a diferencia de los resultados obtenidos en el
andlisis molecular no mostré una similitud fenotipica a todo lo largo de la
regién Caribe mesoamericana. Los resultados mostraron diferenciacién entre

serpientes de México y América Central Nuclear y Chiriqui con los grupos de la

130




porcién inferior de América Central (América Central Istmica Caribe, Pacifico
de Costa Rica, Regién Central y Caribe de Panam4 y Darién).

Las Cordilleras de Guanacaste, Central y Talamanca constituyen una barrera
geografica entre las poblaciones de la regién Caribe de Mesoamérica (linaje 1) y
las poblaciones del Pacifico centro y sur de Costa Rica (linaje 3). Estos dos linajes
(linaje 1 y 3) no constituyen grupos hermanos y divergieron posiblemente
durante el Plioceno y su diferenciacién coincide con el maximo levantamiento
de la Cordillera de Talamanca. Segiin la historia geoldgica de América Central,
el levantamiento del rango montafioso de la porcidn baja de esta region
fisiografica (incluyendo la cordillera de Talamanca) ocurrié desde el Mioceno
tardio a inicios del Plioceno (8-5 m.a.) y culminé en el Plioceno con el cierre del
portal de Panama (Ferrusquia-Villafranca, 1978, sensu IMasbun et al, 2005;
Coates y Obando, 1996). Los resultados de nuestro andlisis filogenético no
muestran una relacién de grupo hermano entre los linajes 1 y 3, lo cual sugiere
que B. asper colonizé de manera independiente ambos lados de la Cordillera
(Caribe y Pacifico). Estos resultados no son comparables con los obtenidos para
otros taxa que muestran patrones similares de distribucién a B. asper, en los
cuales se ha sugerido que la existencia de eventos vicariantes pudieran explicar

eventos de especiacion en estos taxa (Crawford et al.,, 2007; Hasbtin et al., 2005;
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Zamudio y Greene, 1997). No obstante, la divergencia genética entre los linajes 1
y 3 (Caribe de América Central Istmica y Pacifico de Costa Rica) fue alta (6.3% +
1.5), la diferenciacién fenotipica es ausente en machos y muy baja en hembras de
ambos linajes (R = 0.16). Una explicacién plausible para el patrén observado
corresponde a la similitud ambiental en ambas laderas de la Cordillara de
Talamanca, caracterizada por niveles similares de precipitacién y nimero de
meses secos.en este caso es esparable convergencia fenotipica.

Los individuos que habitan el oriente de Panamd y el norte de América del
sur (Colombia) conformaron tres linajes divergentes, los cuales presentaron
correspondencia con la estructura fisiografica de la Cordillera de los Andes. La
cordillera de los Andes ha sido identificada como uno de los focos principales
de diversificacién de plantas vasculares, aves y anfibios (Gentry, 1982; Fjeldsa,
1994; Duellman, 1999) que se distribuyen en América del Sur. Ademas,
posiblemente constituye el primer evento vicariante que causé la divergencia
entre la biota (Kattan et al, 2004); que habita en los bosques hitmedos al
occidente y oriente de los Andes. Seglin nuestros resultados moleculares no
existe diferenciacién genética entre los individuos procedentes del Darién y los
individuos que habitan la regién Pacifica en Colombia (linaje 4). Esta zona

constituye un corredor biogeografico que forma parte de la Eco-Regién Choco-
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Darién. Esta Eco-Regidn se extiende a lo largo de la Costa Pacifica, comenzando
en Panam4, y continua a lo largo del occidente de Colombia hasta el norte de
Ecuador (Dinerstein et al., 1995). Esta region se caracteriza por presentar
elevaciones bajas (<300 m) y un nivel alto de precipitaciéon que permite el
desarrollo de bosques de selva hiimeda tropical con alto nivel de endemismo
(Kattan et al., 2004; Ron, 2008). En esta region, no existe una barrera geografica
evidente que limite el flujo génico entre los individuos del Pacifico de Colombia
y el Darién. Sin embargo fueron observadas diferencias fenotipicas entre ellas.
La Cordillera de los Andes en Colombia se divide en tres rangos
montafiosos, el Occidental, el Ceniral y el Oriental (Kattan et al., 2004 ).
Nuestros resultados no soportaron la relacion de grupo hermano entre Jos linaje
de la regidn Pacifica de Colombia y Panama (linaje 4), con los linajes de 1a region
Caribe y el Valle del Magdalena (linajes 5 y 6), lo cual no permite sugerir un
evento vicariante asociado a las Cordilleras Occidental y Central. La fecha de
divergencia estimada entre el linaje de la Vertiente Pacifica (linaje 4) y los linajes
5 y 6, sugiere que éstos grupos divergieron posiblemente durante el Plioceno.
Estos resultados son concordantes con el periodo de méximo levantamiento de
la Cordillera de los Andes estimado por Gregory-Wodzicki (2000). Segiin este

autor, la altura de la Cordillera de los Andes del Norte se incrementd
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ripidamente durante el Plioceno, entre 2 y 5 m.a. (elevaciones modernas
alrededor de 2.7 m.a). El linaje 5 (regién Caribe) estd enmarcado por las
estribaciones de las tres Cordilleras de los Andes, y éstas quizas limitan la
dispersién de las poblaciones de la regién Caribe de Colombia (linaje 5) hacia Ia
Vertiente Pacifica (linaje 4). Los linajes 5 y 6 son grupos hermanos, con un nivel
bajo de diferenciacién fenotipica (R = 0.14) y divergencia genética entre ellos
(1.8% = 0.08). El nivel de divergencia podria ser explicado por la ausencia de
una barrera geografica evidente enire ambos linajes. Nuestros resultados
moleculares sugieren que el tiempo de divergencia entre los linajes 5 y 6 podria
ser en el limite del Plioceno-Pleistoceno 6 durante el Pleistoceno. Por lo tanto, el
linaje del Valle del Magdalena podria ser el resultado de un evento de
dispersién reciente. Segtin nuestro andlisis, este linaje presenta el nivel mas bajo
de diferenciacién genética y el largo de ramas mas corto. Ademas, presenta el
menor indice de diversidad haplotipica.

En conclusién, la diferenciacion fenotipica no es congruente con las
relaciones filogenéticas observadas a nivel intra especifico en B. asper. Por lo
tanto, es necesario plantear otras hipétesis que podrian explicar la gran

variacién morfoldgica de B. asper a lo largo de su rango de distribucion.
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4.3. Efecto de factores ambientales y adaptacion

El patron de variacién geografica encontrada en B. gsper en cuanto al
mimero de interrictales, escamas ventrales, escamas subcaudales y manchas
dorsales estuvo positivamente correlacionado con la latitud, y el nimero de
meses secos, pero inversamente correlacionado con el nivel de precipitacién. De
esta manera, las poblaciones de México y América Central Nuclear presentaron
mayor numero de escamas ventrales en comparacion con las poblaciones de la
Vertiente Pacifica en Colombia. Niveles reducidos de precipitacion se
correlacionaron con un numero mayor en escamas interrictales, escamas
ventrales y niimero de manchas dorsales. En Mesoameérica, lIa regiones con
menor nivel de precipitaciéon fueron México, América Central Nuclear, y la
Provincia de Chiriqui en Panama, entre las cuales no hubo diferencias
significativas en los caracteres meristicos analizados. América Central Istmica
presentd niveles similares de precipitacidn, lo cual se demostrd con el bajo nivel
de diferenciacion fenotipica encontrado entre los grupos. En Colombia, el
régimen pluviométrico es mayor en la Vertiente Pacifica y va disminuyendo
hacia el norte en la region Caribe, consecuentemente las poblaciones de la

Vertiente Pacifica presentaron menor niimero de escamas ventrales, interrictales
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y manchas dorsales que las poblaciones del Valle del Magdalena y la Regién
Caribe.

Estos resultados son congruentes con los obtenidos por Sanders et al, (2004)
para la vibora de fosa Trimeresurus sumairanus en los que una precipitacion
reducida, esta correlacionada con un mayor niimero de escamas sobre la cabeza,
el cuerpo y la cola. La correlacion encontrada entre la latitud y el nivel de
precipitacién con el niimero de escamas, demuestran que la alta variacién
morfoldgica en B. asper es explicada por factores ambientales y no por barreras
geograficas que limiten el flujo génico entre poblaciones.

Segun Bentley y Schmidt-Nielsen, (1966), la via primaria de pérdida de agua
en los reptiles es la evaporacién cuténea, por lo tanto la hipétesis con respecto a
la importancia de las escamas en el balance hidrico es que el niimero y el
tamafio de éstas determina la superficie del 4rea de la piel que es expuesta a la
atmosfera. Sanders et al. (2004), sugieren para el grupo T. sumatranus, que el
incremento en el niimero de escamas produce una disminucién en el drea de la
piel intesticial expuesta a la atmésfera debido a que el espacio entre escamas es
més compacto, y de esta manera facilita la retencién de agua en ambientes mas
calurosos y secos. Lo anterior permite plantear la hipdtesis, que la variacién

morfoldgica encontrada en las poblaciones de B. asper representa una adaptacién
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a presiones de seleccion, probablemente para el balance hidrico,

termorregulacion o cripsis mas que un reflejo de la filogenia.

4.4, Implicaciones taxondmicas

La divergencia genética encontrada mediante los genes mitocondriales ND4
y Cyt b entre las poblaciones del Pacifico de Costa Rica y Caribe de América
Central Istmica (6.3%) fue equivalente o mayor que la distancia genética en la
misma region mitocondrial entre varias especies de serpientes como Lachesis
stenophrys y L. melanocephala (5.3%; Zamudio y Greene, 1997), el complejo Naja
nigricollis (4.7% a 8.3%; Wiister et al,, 2007), y algunas especies del género
Agkistrodon (4.0% a 6.4%; Parkinson et al, 2000). Trabajos previos han
demostrado que las poblaciones de B. asper que habitan a cada lado de la
Cordillera de Talamanca presentan diferencias en la época reproductiva
(Solorzano y Cerdas, 1989; Sensu Campell y Lamar 2004), variabilidad
geografica en los efectos farmacolégicos del veneno (Gutiérrez et al., 1980) y en
su composicion (Alape-Girdn et al. 2008). Las diferencias en el comportamiento
reproductivo, la variabilidad geografica del veneno y los resultados moleculares
obtenidos en este estudio permiten plantear la hipétesis de una posible

especiacién alopétrica en estas poblaciones, debido al proceso orogénico de las
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Cordilleras de Guanacaste, Central y Talamanca. Sin embargo, para corroborar
esta hipotesis basada en dos marcadores mitocondriales (De Queiroz, 1998;
Moritz et al., 1992; Wake y Schneider, 1998) resulta imprescindible incorporar
genes nucleares, aumentar el nmimero de localidades ubicadas en ambas
vertientes e incorporar en el andlisis individuos de Panamad, principalmente de
la zona occidental y central. En esta region, los individuos de B. asper que
habitan en cada vertiente quizds convergen en una zona de contacto. Varios
estudios filogeogréificos de taxas que presentan un patrén de distribucién
similar a las poblaciones de B. asper en Mesoamérica, han demostrado que
Panama constituye una zona de contacto entre las poblaciones del Pacifico y
Caribe de Costa Rica (Craugastor crassidigitus y C. talamancae, Crawford et al.,

2007; Physalaemus pustulosus, Weigt et al., 2005).

4.5. Consideraciones finales

Bothrops asper no constituye un grupo monofilético y presenta una gran
variacion fenotipica a lo largo de su rango de distribucién. Esta variacidon ha
generado solapamiento en los caracteres meristicos que han sido utilizados
frecuentemente en su clasificacién. A la luz de nuesiros resultados, en la

variacion fenotipica de B. asper estdn implicados diversos factores como fuerzas
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selectivas, adaptacion local, desacople entre morfologia y moléculas y ademds,
variacién clinal.

Si los factores mencionados anteriormente determinan la variacién fenotipica
en B. asper, éstos deben ser considerados para explicar la confusién taxonémica
existente entre B. asper y especies relacionadas, particularmente las especies que
conforman el grupo atrox. Una manera de investigar la transicién o cambio
evolutivo de atributos morfoldgicos dentro de un contexto filogenético es
mediante el uso del método comparado. Nuestros datos tienen dos limitantes
para la realizacién de este andlisis. El primero de ellos es la filogenia incompleta
y el segundo, es la falta de rasgos en las especies asignadas al grupo atrox y los
grupos externos. Por lo tanto, para inferir los estados ancestrales del patrén
morfologico obtenido en B. asper, desarrollar hipétesis acerca de los procesos de
cambio evolutivo y evaluar la existencia de asociacién evolutiva entre dos o mds
caracteres que podrian sugerir procesos coevolutivos es necesario la
incorporacion de nuevos genes, un muestreo mas completo con la inclusién de
individuos del occidente y centro de Panamad, y datos morfoldgicos de los

grupos externos y de las especies asignadas al grupo atrox.
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Preguntas Art. Resultados
Los resultados no permitieron establecer la monofilia
de B. asper, debido a que la posicién filogenética del
[} grupo airox con respecto a los individuos de B. asper
de Mesoamérica y Colombia no estuvieron bien

¢Bothrops  asper a lo
largo de su rango de
distribucion constituye
un grupo monofilético?

s
: m%@nﬁéﬁ gel Surs 0
Las poblaciones mas derivadas de B. asper habitan el
Valle del Magdalena y la Regién Caribe en Colombia,
El tiempo de divergencia enire estos grupos
corresponde al Pleistoceno, a diferencia de los grupos
de la reglon Pacifica de Colombia, y Mesoamérica, los

¢Cull es la zona de
colonizacién mas
reciente en e] area de I
distribucién de B.

asper?

No se observé correspondencia entre la variacién
morfolégica y la divergencia molecular entre
individuos que representan las regiones fisiograficas
bajo estudio. La variacién en caracteres meristicos de
B. asper estuvo correlacionada positivamente con la
latitud y el nlimero de meses secos, pero inversamente
relacionada con la precipitacién.

¢Existe una correlacion
entre la divergencia
molecular y Ia
variacién morfoldgica I
en B. asper a lo largo de

su rango de
distribucién?

Tabla resumen. Principales preguntas y resultados de los dos articulos incluidos en la
tesis. 1. Saldarriaga-Cordoba, M.M., Sasa, M., Méndez-Torres, M.A., 2009. Historical
perspectives and origin of a deadly predator: The phylogeography of the lancehead
pitviper Bothrops asper (Garman 1884) in the Neotropics. Saldarriaga-Cordoba, M.M.,
Sasa, M., Pardo, R., Méndez, M.A., 2009. II. Phenotypic differences in a cryptic
predator: Factors influencing morphological variation in the terciopelo Bothrops asper
i(Garman, 1884; Serpentes: Viperidae), Toxicon (doi:10.1016/.toxicon.2009.05.031.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que las poblaciones de B.
asper presentan un alto nivel de estructuracién genética y fenotipica a lo largo de
su rango de distribucién y ademas, constituyen un linaje distinto de las especies
que conforman el grupo atrox. Desde el punto de vista molecular, el patrén
filogeografico en B. asper coincide con los atributos fisiograficos presentes en
Mesoamerica y en el noroccidente de América del Sur. En este sentido, las
poblaciones que habitan la regién Caribe de Mesoamérica (localidades ubicadas
desde México hasta Costa Rica) son monofiléticas y presentan un alto nivel de
diferenciacién genética con respecto a las poblaciones que habitan el Pacifico de
Costa Rica. Ambos linajes (Pacifico y Caribe) no constituyen grupos hermanos,
por lo tanto su diferenciacién genética no se debe a un efecto vicariante de las
Cordilleras de Guanacaste, Central y Talamanca. Por el contrario, nuestros
resultados sugieren que la divergencia genética podria ser el resultado de un
evento de colonizacién independiente de ambos lados de las cordilleras. El
tiempo de divergencia estimado entre estas dos poblaciones coincide con el
periodo de méximo levantamiento de este sistema montafioso durante el

Plioceno.
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Las poblaciones de B. asper provenientes de Colombia, no constituyen un
grupo monofilético y su patrén filogeografico coincide con las vertientes y valles
que hacen parte de la Cordillera de los Andes. El tiempo de divergencia
estimado, sugiere que los eventos cladogénicos entre las poblaciones de B. asper
de la Vertiente Pacifica con las poblaciones de la region Caribe y del Valle del
Magdalena ocurrieron durante el Plioceno, lo cual es consistente con el periodo
de méaximo levantamiento de la Cordillera de Los Andes. Estos dos tltimos
linajes divergieron durante el Pleistoceno y dado que no presentan una barrera
geografica evidente entre ellos, la cladogénesis podria ser el resultado de un
evento de dispersion reciente desde la regién Caribe hacia el Valle del
Magdalena.

Desde el punto de vista morfol6gico, la diferenciacién fenotipica en B. asper
es congruente entre sexos pero no refleja la historia filogenética. La variacion en
el nimero de escamas interrictales, escamas ventrales, escamas subcaudales y
manchas dorsales estuvo positivamente correlacionado con la latitud, y el
numero de meses secos, pero inversamente correlacionado con el nivel de
precipitacién. Esto sugiere que en la variacion morfoldgica de B. asper estin

implicados diversos factores como fuerzas selectivas, adaptacién local y
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variacion clinal mas que barreras geograficas que limiten el flujo génico entre los

grupos

En relaci6n al estado taxondmico de B. asper, el alto nivel de diferenciacién

genética entre las poblaciones del Pacifico y Caribe de Costa Rica, sumado a los

antecedentes publicados sobre variabilidad en la composicién del veneno y

época reproductiva, nos permite plantear una hipéiesis de especiacién

alopatrica. Para evaluar esta hipétesis se requiere incorporar otros genes

mitocondriales como la regién control, genes nucleares e incrementar el tamafio

muestral con individuos procedentes de localidades del centro y occidente de

Panamg, la cual podria ser una zona de posible contacto entre los individuos de

las dos vertientes,
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The terciopelo Bothraps asper, is a cryptic lancehead pitviper widely distributed in humid
environments of Middle America and the north-western portion of South America.
Throughout its extensive distribution range, the terciopelo exhibits great morphological
variation in external characters, a situation that has complicated its proper separation from
other related species. In this paper, we analyzed the phenotypic variation of B. asper based
in a sample of 514 specimens from nine distinct physiographic regions. Univariate and

g?;vtvg;iial region multivariate analyses demonstrated g[.‘EQI Phenotypic differentiation among most pre-
Scutellation established groups, and the pattern is fairly congruent between sexes. However, no
Geographic variation correspondence was observed between morphological variation and molecular divergence,
Pitviper inferred from mDNA sequences, between individuals representing the physiographical
Mantel test regions under study. Geographic variation in the number of interrictals, ventral scales,

Ecogenetics subcaudal scales and dorsal blotches was positively correlated with latitude and number of

dry months, but inversely related with precipitation. However, other variables do not
exhibit such an effect. The observed relationships between scale counts and environmental
variables are explained in terms of selective pressures to improve water balance along the
distributional range of the species.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction patterns and pigmentation (Giraudo et al., 2006; Allsteadt
et al., 2006), scale shape and ornamentals (Brown et al.,
1997: Gaulke et al., 2007), and the use of morphometrics

(Auffenberg, 1955).

Measures of intraspecific variation in morphological and
molecular features are fundamental in the study of evolu-

tionary changes among populations. In squamates, most
accounts of phenotypic variation are based on scutellation
characteristics (Thorpe, 1991; King, 1997; Puorto et al.,
2001: Santos and Pleguezuelos, 2003; Mulcahy and Archi-
bald, 2003 Calsbeek et al., 2006; Mulcahy, 2008), color
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Often, external characters show high levels of poly-
morphism (Bittner and King, 2003; Kark et al, 2003),
resulting in increased overlap among groups, even among
those not so closely related. This situation frequently occurs
when convergence in morphological characters results
from adaptations to extrinsic ecological factors (Sanders
et al., 2004).

The effects of ecogenetic and phylogenetic attributes in
shaping patterns of morphological variation have been

doi:10.1016/j.toxicon.2009.05.031
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addressed mostly in island populations of lizards (Brown
et al.,, 1991; Thorpe, 1991; Malhotra and Thorpe, 1997}, and
snakes (Castellano et al., 1994), where selective forces act
rapidly to maintain phenotypic plasticity. For instance, in
pit vipers of the Trimeresurus sumatranus complex, selec-
tion to control cutaneous water loss could explain corre-
lations hetween environmental variables and scale
numbers (Sanders et al, 2004). Therefore, differences in
number of scales among populations might be determined
by environmental factors and not by their phylogenetic
relationships.

Analyses of phenotypic differentiation often invalve
multivariate statistics (Wiister et al., 1997, Puorto et al,
2001) that evaluate variables as they are incorporated into
a madel, and improve our ability to distinguish among
groups with extensive overlap (Thorpe, 1976; Thorpe and
McCarthy, 1978; Taylor and Cooley, 1995), These techniques
are often coupled with correlation procedures (i.e. Mantel
and Partial-Mantel Test, Thorpe, 1991), allowing assess-
ment of potential causal factors for such differentiation (i.e.
geography, geology, environment, and ontogeny) while
controlling for confounding inter-correlates. In this way,
hypothetical causes affecting traits used in taxonomy can
be evaluated, a useful measurement in the study of taxo-
nomically challenging species.

The present work describes the morphological variation
in one such problematic species: the Central America lan-
cehead, Bothrops asper (Garman, 1884). This pitviper is the
only member of its genus widely distributed in humid
lowlands of Middle America as well as in north-western
South America (Campbell and Lamar, 2004). In this region,
B. asper is found mainly west of the Andes in Colombia and
Ecuador, although it also reaches Venezuela, Trinidad, and
the north eastern extreme of Perit (Venegas et al,, 2008). In
Colombia, this species also inhabits the inter-Andean
valleys (Moreno-Arias et al,, 2008) and Departamento del
Cesar, in the Caribbean (Ramirez-Avila et al, 2004),
whereas in Ecuador, the range of the species west of the
Andes extends to the Loja province (Freire and Kuch, 1994;
Cisneros-Heredia and Touzet, 2004; Boada and Salazar,
2005).

B. asper is included in the Bothrops atrox group that
comprises the following related species: B, atrox, B. isabelae,
B. leucurus, B. marajoensis, and B. moojeni (Salomdo et al.,
1997). Members of this clade are superficially similar in
appearance, especially in their cryptic color patterns, and
show high overlap in meristic characters, Consequently,
major taxonomic confusion has followed the assignment of
populations into nominal species (see Campbell and Lamar,
2004).

Furthermore, extensive variance in toxin composition
has been reported for B. asper (jiménez-Porras, 1964;
Lomonte and Carmona, 1992; Alape-Girdn et al, 2008)
further complicating the identification of populations
attributed to this species. In Costa Rica, differences in bio-
logica! effects induced by venoms from distinct geographic
regions (Gutiérrez et al, 1980) are so clear that some
authors (e.g. Aragén and Gubensek, 1981) have suggested
that taxonomic recognition of the populations of B. asper
isolated in the Central America Isthmus can be supported. It
is not clear whether other populations within the entire

range of the species exhibit such remarkable differences in
venom composition.

Using a large set of characters, Sasa (2002} presented
a detailed account on the extent of morphological variation
in B. asper from Middle America. His findings support the
notion that meristic characters are extremely plastic at the
intraspecific level, and that geographic, gender, and age
effects should be considered in taxonomic evaluations for
the species. Briefly, age does not affect scutellation,
although it influences color patterns. Sexual dimorphism is
evident in body size (females larger than males) and some
meristic variables. Sasa {2002) also noticed the existence of
two clear morphological groups in Middle America: one
that includes populations located in the northern portion of
the species’ range (Mexico-Honduras) and the other
including populations from southern Nicaragua to Panama.
Within each group, scutellation is fairly homogeneous, but
there are substantial differences in scale counts when the
groups are compared to each other.

On the other hand, little is known about the genetic
structure of populations of this species. Using metabolic
allozymes as molecular markers, Sasa and Barrantes (1998}
suggested that — at Jeast in Costa Rica — a great level of gene
flow occurs between populations, even between those that
are isolated through topographical barriers. These findings
lead these authors to conclude that either the process of
population isolation is relatively recent, or that a substan-
tial level of gene flow still occurs between populations
thought to be relatively isolated in the country.

The large amount of intraspecific variability observed in
sampled populations of B. osper deserves a more compre-
hensive analysis, one that includes samples from the entire
range of its distribution. Furthermore, in order to under-
stand the origin of such diversity, it is necessary to analyze
the association of morphological groups with their molec-
ular identity, and the correspondence with environmental
factors that might shape them. In this study, we analyze the
morphological variation in B. asper along most of its
geographical range, and we evaluate the reles of phyloge-
netic history and current environmental factors to explain
the observed pattern of geographic variation. In particular,
our goal is to establish whether geographic variation Is
a consequence of current ecological conditions and selec-
tive pressures or results from phylogenetic variation within
this nominal species.

2. Materials and methods
2.1, Specimens and morphological variables

We constructed a database for 514 individuals of B. asper
(218 males and 296 females), obtained from localities along
the species’ distribution and preserved in several museums
(see Appendix 1). In addition, we analyzed live individuals
from the collections of the Instituto Clodomiro Picado
(Universidad de Costa Rica) and the Programa de Ofidismof
Escorpionismo (Universidad de Antioguia, Colombia). Nine
televant meristic characters of scutellation and color
pattern commonly used in taxonomic work in Botirops
{Burger, 1971) were selected, mainly because they showed
a significant gender or geographic variation in previous
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analyses (Sasa, 2002). Variables included are: (1) dossal
scale rows: {2) ventral scales (Dowling, 1951); (3) subcaudal
scales; (4) superlabial plates; (5) infralabial plates; (6)
interrictal scales (scales in the dorsum of the head along
a line through the angle of the jaw); (7) dorsal blotch
number; (8) width of the post-ocwlar band (number of
scales in the band at its widest point); and (9) snout-vent
length. The number of ventral scales was eounted by the
method of Dawling (1951), not considering the pre-ventral
scales or the anal scale. The subcaudal scales were counted
by pairs of segments, from the pair immediately anterior to
the terminal spine to the last pre-cloacal pair (Gans, 1964).
Snout-vent tength was measured from the tip of the snout
to the posterfor border of the anal plate with a flexible
metrie tape to the nearest 1 mm.

Since B, asper shows sexual dimorphism in many
selected variables (Sasa, 2002), the meristic data was
analyzed separately for males and females. The sex of
preserved specimens was determined by observing the
presence or absence of a hemipenis through an incision in
the posterior part of the cloaca.

To assess the variation of geographically distinct pop-
ulations, specimens from adjacent localities were pooled
into nine distinct physiographic regions (Fig. 1). Those
regions are as follows: (1) México-Nuclear Central America
{MNCA), including specimens from the Caribbean coast of
México, Belize, Guatemala, and Honduras. This region also
includes specimens from Escuintla in south Pacific
Guatemala; (2) Caribbean Isthmian Centra! America (CICA),
which includes individuals from the Caribbean region of
Costa Rica and south-eastern Nicaragua; (3) Pacific Costa
Rica (PCR), including only specimens from the central and

south Pacific of Costa Rica. (4) Chiriquf (CH), including
locations from the western Paclfic Panama; (5) Caribbean
and Central Panama (CCP), locations from the Caribbean
and central lowlands of the country, including the Canal
Zone; (6) Darien Region (DRN), grouping samples from the
Darien region in eastern Panama that includes the type
locality of B. asper (Garman, 1984); (7) Pacific Colombia
(PC), localities west of the Cardillera Occidental; (8) Mag-
dalena Valley (MV), Iocalities between Cordillera Centrai
and Coidillera Oriental in Colombia; and (9) Caribbean
Colombia (CC), localities in the lowlands and valleys of the
Rio Cauca and Rio Magdalena.

MNCA and CICA correspond te physiographic regions
separated by the Nicaraguan depression until Pliecene.
PCR and CICA were separated since the late Tertiary by
the development of the central mountain axis that
divides the Isthmian Central America Jowlands (Savage,
2002).

Several specimens from Panama lack exact information
about their origin, and we decided to follow a conservative
approach in this analysis, Thus, individuals from CH were
separated from those obtained at PCR, and those from CCP
were separated from CICA. In either case, no obvious
historical or biogeographical barrier could define these
groups. These last two groups are separated from PCR and
CH through the eastern portion of the Talamanca Mountain
Range (Fig. 1). As Darien is often recognized as a distinct
biogeographic region with close affinities to the Chocoan
region (Behling et al., 1998; Morrone, 2001 Savage, 2002),
samples from DRN were analyzed separately here. South
American specimens were included in three separated
regions (PC, MV, and CC) delimited by the mountain ranges

BN

Physiographlc regions
v MNca  Eiftcop  BElPC
cioa  filon BEScc

Pcr.  HEFDRN

o

Fig. 1. Map of Middle America and northem South America showing sampling sites for B, asper samples used in this stedy, Dots represent the localities from
where specimens were collected, Inset map shows CH, CCP and DRN physiographic reglons in Panama. Elevations above 1000 m are shown In gray shades,
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that collectively form the Northern Andes in Colombia
(Kattan et al,, 2004).

2.2. Molecular data

To assess molecular differences within each physio-
graphical region, tissue samples from 12 live specimens
and two sequences published in GenBank were obtained
from each region, excluding Chiriqui and Central Panama
(Appendix 2). Total DNA was extracted following the
pracedure described by Jowett (1986}, Fragments from two
mitochondrial genes, Cytochrome b (Cyt b) and ND4, were
amplified according to the procedures outlined in Arévalo
et al. (1994) and Parkinson et al. {2002). PCR reactions were
set up in a final volume of 25 i (2.0 pl genomic DNA, 0.4 pl
of each primer (10 pM), 2.5 p! of 10x PCR buffer, 0.25 pl
total ANTPs (10 mM), 1.0 pl of MgClz (50 mM), 0.2 pl of Taq
palymerase (5 Ufi), and 18.25 p} Ha0). Typical amplifica-
tion conditions invelved initial denaturation at 94 °C for
5 min, followed by 38 cycles of 94°C for 40s, 54°C of
annealing for 40 s, then 72 °C for 1 min, followed by a final
extension step of 72 °C for 5 min. The amplified product
was sequenced using the same primers by Macrogen
(Seoul, S. Korea - http://dnamacroger.com),

DNA sequences were aligned by eye with GeneDoc
(Nicholas and Nicholas, 1997). We inferred the amino acid
sequences for all DNA sequences to check for the presence
of premature stop codons or other nonsense mutation.
Pairwise comparisons of observed proportional sequence
divergence (p-distance) were obtained using the computer
program Mega version 3.0 (Kumar et al,, 2004).

Phylogenetic analysis of DNA sequences analysis was
performed using Bayesian inference with the computer
program MrBayes 3.1 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003},
We used as outer group B. caribbeeus and B, lanceolatus, the
closest taxa to the B. atrox—asper complex according to
Wiister et al. (2002).

Te identify the most appropriate mode! of sequence
evolution for the complete dataset (ND4 and Cyt b concat-
enated), we used MrModeltest 2.2 (Nylander, 2004), and
selected the model favored under the Akaike Information
Criterion in our Bayesian analysis. Four chains were run for
5 x 10% generations and sampled every 1000 generations.
Nodal support was assessed by examining posterior prob-
abilities in the Bayesian analyses. Posterior probabilities
indicate percentage of the time that a given clade occurs
ameng trees sampled in the Bayesian analyses (Huelsen-
beck and Ronquist, 2001),

2.3, Environmental data

In our analysis, we accounted for environmental factors
that we suspect to affect morphological variables. Latitude
and longitude were taken as a proxy to geographic
distance. Mean annual precipitation records, temperature
and number of dry months per year from each sampled
locality where retrieved from the climate databases of each
country (Appendix 3). According to Bagnouls and Gaussen
(1957) a month is considered “dry" when the average total
rainfall (P), in mm, is less than twice the mean temperature
(T}, in°C(P<2T)

i

2.4. Statistical analysis

Because the meristic characters used in this study
viclate the assumptions of normality (Gnanadesikan, 1997)
and heteroscedasticity (Winer et al., 1991), we used non-
parametric techniques to assess morphological variation.
For each sex separately, morphological variables were
standardized (Clarke, 1993), and the Euclidean distances
among the nine physlographic regions were estimated
from them. Non-metric Multidimensional Scaling (MDS)
was conducted to visualize the pattern of segregation
among sampled regions, This is a robust ordination method
that allows reducing variables without a priori trans-
formations, so individuals can be represented in two-
dimensional plots (Lessa, 1990). MDS has been successfully
applied in other morphological studies aimed to estimate
nonlinear monotonic relationships (Maltagliati et al,, 2001;
Chui et al,, 2002).

We conducted analysis of similarity (ANOSIM, Clarke,
1993) to test the degree and significance of differences
among the groups observed in the MDS plot. ANOSIM is
analogous to the analysis of variance (ANOVA), but
computes the R-statistic (the difference of mean ranks
between and within groups} that measures the degree of
similarity between pairs of samples. Thus, R equals 1 if all
individuals within a population are more similar to each
other than to any individual in another population and 0 if
there s no difference between populations. ANOSIM
incorporates an approximate randomization test to assess
for statistical significance {Clarke and Warwick, 2001),

Univarfate data analysis was performed using STATISTICA
{version 6, StatSoft, Inc. 2004), whereas multivariate analyses
were implemented in PRIMER program 5.0 (Clarke and
Warwick, 2001, Piymouth Marine Laboratory UK). The simi-
larity percentages (SIMPER) procedure in PRIMER was used
to calculate the percentage contribution of each morpho-
logical character to the overall difference among groups.

In order to determine the association of external factors
(latitude, longitude, precipitation, temperature and
number of dry months) with the observed pattern of
morphological variation, we conducted Spearman rank
correlations (rs) against single morphological characters.
Likewise, matrix correlations (Mantel test) implemented in
the program Zt (Bonnet and Van de Peer, 2002) were pet-
formed to test for association between geographical prox-
imity, molecular distance, and environmental similarity
with morphological variation. Partial-Mantel tests were
used to evaluate the effects of environmental factors in
phenotypic differentiation, while controlling for the effects
of geographic proximity. Additionally, we evaluated the
effects of geographic proximity in phenotypic differentia-
tion, while controlling for environmental factors,

3. Results
3.1. Variation in scuteiletion

Except for Jabial scales and the post-ocular band width,
other scutellation characters included in this study exhibit
great levels of divergence among regions {Table 1). Number
of supralahials ranged from 7 to 8, whereas the number of
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Fig. 2. Multidimensional sealing plat showing separation of 8. asper males
(a} and females (b) from nine physiographic regions in terms of meristic
characters. An analysis of similarity supports significant clustering among
several groups; see Table 2 for abbreviations and Anosim results.

infralabials varied from 9 to 12. Throughout the geograph-
ical range of the specles, the post-ocular band varied
between 0.5 and 2.0 scales wide. Neither of these variables
show sexual dimorphism. Overzll, the number of dorsal
scale rows at mid-body ranged between 23 and 29, whereas

Table 2

subcaudal scales ranged from 53 to 58 pairs. In general,
males average fewer mid-body rows of dorsal scales and
have more subcaudal scales than females, a trend that is
sustained in all physiographic regions (Table 1). The number
of interrictal scales varied from 22 to 33 in the overall
sample; we found this trait to be sexually dimorphic in four
regions evaluated (MNCA, PCR, PC and VM).

In general, ventral scales ranged from 182 to 220, butwe
did not find differences in the number of these scales
between males apd fernales at any region (Table 1). Like-
wise, we did not notice an effect of sex in the number of
dorsal blotches at each region, except in Magdalena Valley,
where blotches varied from 14 to 27 blotches (Table 1}.

The overall pattern of morphological differentiation
among physiographic regions is roughly congruent for
males and females (Fig. 2, Table 2), although we detected
some differences in the separation of regions located
within Lower Central America (CICA, PCR, CCP, DRN). Thus,
fernales from CICA differ from females from PCR and CCP,
although the separation is weak as suggested by the low
R-values obtained (R<0.17 in both cases). Conversely,
separation among males from those regions is not sus-
tained in our analysis, and despite the barrier imposed by
the central mountain axis of Costa Rica and western
Panama, males from CICA do not differ morphologically
from those from PCR (Table 2). Similarly, low R-values
obtained suggest that males frem PCR do not differ from
those coming from CCP (R=0.01, P=0.063), although
females do (R:=0.29, P=0,001}). As in these analyses the
proportion of males and females at each region is similar
(Chi? =796, df =8, P=0.446), the observed differences in
the resolution of Lower Central American regions by sex
cannot be attributed to the effect of sample sizes
differences.

In both sexes, snakes from Darien (DRN) do not differ
morphologically frotn those from Caribbean and Central
Panama (CCP), nor with those from other localities along

ANOSIM results comparing B, asper males (a} and females (b} from nine physiographic reglons, R-values are shown above diagonal {R = 1, if all individuals
within a population are mote similar to each other than to any individual in another population, and R =0 if there is no difference between populations). P-
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Table 3

Contribution of morpholegical varfables in the distinctlon of B, asper samples fram various physiographic regions within the species distributional range,
SIMPER analysis for males (), and females (). Below and above the dlagonal the type of morphological varizble and its contribution {¥) are shown,
respectively, Abbreviation: n =sample size; V, ventral scales; B, blotch number; I, interrictal scales; S, subcaudal scales; NS, no signlficant, Region abbre-

viations as in Fable 1. Gray areas represent the difference in type of variable between males and females.

be

g%w,n =

M

the Caribbean of Costa Rica and Nicaragua (CICA). Overall,
these results suggest that the populations from CICA and
the Caribbean, Central and eastern regions of Panama (CCP
and DRN) are very similar in the morphological characters
examined.

In Fig. 2, samples from MNCA and those from CH sepa-
rate from other regions in Lower Central America and South
America (Table 2), In addition, for both sexes there is a high
degree of overlap between samples from MNCA and CH,
precluding morphological differentiation between them.

Among our South American samples, females from CC
overlap with these from DRN (P=0.57), but this result is
not cbserved in the males (P = 0.001). Aside from this case,
South American populations are clearly distinct from
Middle American populations of both sexes, and are also
distinct among themselves (Table 2). Thus, snakes grouped
in the PC region are strongly differentiated from those from
MV, and from those originating in CC (P <0.005 in all
cases), Likewise, snakes from CC differ from those in MV
(P =0.001), although the low R-values observed in males
(R =0.14, Table 2a) indicate some degree of morphological
overlap.

Morphological variables that contribute to the distinc-
tion among B. asper from different biogeographic regions
are depicted in Table 3. For both sexes, subcaudal scales
separate snakes from South America {PC, MV, CC) from
those in Lower Central America.

On the other hand, weak separation within Lower
Central America samples (CICA, PCR, CCF, and DRN) is
mainly driven by the effects of ventrals or blotch number
(Table 3). The ventral number was also the variable that
contributed most to differentiate MNCA with CICA and PC,
The number of interrictal scales for the males helps
differentiate MNCA with MV and CC, whereas the number
of subcaudal scales allows differentiate MNCA with MV in
females (Table 3).

a 5
ot

Among the South American groups, subcaudal scales
contributed to the difference between MV and CC groups in
hoth sexes, whereas ventral scales discriminate PC males
from those from MV and CC. The interrictal scales and the
subcaudal scales aflow PC females to be discriminated from
MV and CC.

32. Molecular variation

‘We aligned 696 bp for Cyt b and 626 bp for ND4. No
indels or stop codons were observed, as expected for
protein-coding mitochondrial regions, Of the 1322 bp, 152
were variable and were 109 parsimony informative,

The GTR + I' + G was identified as the optimal model of
sequence evolution under the Akaike Information Crite-
rion. Qur phylogenetic analysis based in mitochondrial
sequences suggests at least four clearly distinct lineages
with high Bayesian posterior probabilities (PP =1.0 in all
cases, Fig, 3): {1) one line comprising by individuals from
the Caribbean of Middle America [MNCA-CICA], (2) one
that includes individuals from the Pacific slope of Costa Rica
[PCR], (3) one that includes individuals from Darien and the
Chocoan region [DRN-PC), and {4) a fourth lineage that
includes localities in the Caribbean Coast and the Magda-
lena Valley of Colombia [CC-MV]. Although the molecular
identity of samples from CH and CCP is unknown at
present, the pattern determined from this analysis differs
from the pattern depicted by morphological analysis.

Average p-distances uncorrected among groups and
within groups of analyzed B. asper specimens are shown in
Table 4. Mean divergence among groups ranged from 0.4%
{between DRN and PC) to 6.3% (between MNCA and PCR).
Within Middle American samples, MNCA and CICA groups
are more genetically similar (3.4%) than either one is with
PCR (6.2% and 52%, for MNCA and CICA respectively) and
DRN groups (5.2% and 4.3%, for MNCA and DRN respectively).

SEEL
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3.3, Correlation between rmorphological variation and
environmental factors

The wide distributional range of B, asper in Middle
and South America includes localities that varied not
only in latitude and longitude, but that experience
a great divergence in environmental parameters,
including temperature, precipitation, and patterns of
rainfall. Sampled localities range in latitude from
24°56'34.06"N in Tamaulipas (Mexico) to 4°57'54.11"N in
Novita municipality (Chocd, Colombia). However, mean
annual precipitation ranges from 550 mm in Mexico to
8000 mm in Llord (Chocd, Colombia). Likewise, the
number of dry months ranged from 0 in PC and some
localities of CICA to 8 in Cortez (Honduras), and mean
temperature varied from 16.5 °C in Olanchoe {Honduras)
to 28°C in several localities of Caribbean Cost in
Colombia (Appendix 3). Localities that exhibit lawest
mean precipitation have the Jongest dry season
(re=—0.682, P<0.001).

i

prerd

asper specimens were sampled (Appendix 2). Group abbreviations as in text.

For males and fernales considered separately, morpho-
Togical similarity is higher among regions that are in close
proximity geographically. Not surprisingly, close regions
share similarities also in precipitation and rainfall regime
(Table 5% and therefore these two variables are also
correlated with morphological distances {Table 5). The
effects of precipitation and number of dry months over
morphological distance persist even after removing the
effects of geographic proximity (Table 5). In general,
preciitation level is negatively correlated with the number
of interrictal scales, the number of ventral scales, blotch
number, and subcaudal scales (rs < —0.246, P < 0.001 for all
correlations).

For both sexes, our analyses reveal weak correlation
between morphological distances and mean annual
temperature (Table 5). On the other hand, genetic diver-
gence among regions, inferred from mDNA sequences, isnot
related to snake morphological distance {Table 5), nor to any
of the environmental variables included in these analyses.
Except for the relationship between subcaudal scales in
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Table 4

Mean {belaw diagonal) and standard error (above diagonal) of sequence divergence {p-distance) among 8. asper groups and outgroup (3. caribbaeus and

B. lanceolatus).
ot

oom i L)

males and the number of dry months, all other meristic
characters exhibit a positive correlation with latitude and
number of dry months: (a) Ventral scales: latitude
{r;>0.625, P<0.001, for both sexes); number of dry
months (rs > 0,515, P < 0.001, for both sexes). (b) Interrictal
scales; latitude (rs>0392, P<0.001, for both sexes);
number of dry months (rs > 0,193, P < 0,006, for both sexes).
(c). Blotch number: latitude (s > 0.523, P < 0.0001, for both
sexes); numbet of dry months (r; > 0.324, P < 0.0001, for
both sexes). (d) Subcaudal scales; latitude (rs>0.2000,
P < 0.010, for both sexes); number of dry months (females:
15 =0.293, P < 0.0001; males: ry=0.120, P=0.091), On the
other hand, body length does not changes in localities at
different latitudes (females: re=0.062, P=0.608, n=70;
males: 75 = 0,082, P=0.516, n = 65).

From these results, we conclude that, in general, reduced
precipitation and increased latitude and number of dry
months are correlated with higher number of interrictal
scales, ventral scales, subcaudal scales, and blotch number.

4. Discussion
4.1, Morphological vs molecular variation

The pattern of phenotypic variation revealed in this
study is roughly congruent between sexes and it shows
important distinction between snakes from MNCA and CH
and those from Lower Central America, Snakes from all
three regions separated by the Colombian Andes are also
distinct, and they differ substantially from those from
Middle American localities.

Four distinct molecular lineages that vary in their level
of divergence are evident within B. asper. The first lineage
considered, frorn Caribbean Middle America (MNCA and
CICA), show high levels of mean sequence divergence from
samples that arise in the Pacific slope Costa Rica, Darién
and Colombia (5.2 : 0.74%). The Caribbean distribution of B.
asper in Middle America extends continuously along the
coastal lowlands of the Gulf of Mexico, the Yucatan
Peninsula and Central America, and currently there is no
evident barrier that might prevent gene flow along these
regions. Nevertheless, sequence divergence between
MNCA and CICA is comparatively high (3.4 + 0.9%).

Currently no obvious geographic barrier restricts gene
flow between MNCA and CICA populations, but these
regions were separated until late Pliocene by the Nicar-
aguan depression (Sasa, 2002; Savage, 2002). Thus, contact

Pl i : dot:
nituencing:n :

between populaticns in MNCA and CICA might be a rela-
tively recent event.

A second lineage includes samples from PCR. Localities
within this region are separated from those in CICA by the
Cordillera de Talamanca, the longest mountain range in Costa
Rica and Panama that has a mean elevation that exceeds
2500 m. This range imposes an elevation barrier to the
dispersal of B. asper, and accordingly might restrict gene flow
between Caribbean and Pacific populations of this species
{Table 5, but see Sasa and Barrantes, 1998). However,
phenotypic differentiation between these regions is weak.
Sequence divergence between PCR and samples from Darfen
and Colombia are also relatively high (4.1 £0.29%), thus
supporting the distinctiveness of the PCR populations.

Table 5
Matrix correlation table, Mantel tests using 10,000 iterations. Abbrevia-
tion: r, correlaton coefficient between matrices; P, probability.
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A third lineage is composed of samples from DRN and
PC, and therefore represents the Chocoan region. This
biogeographical region extends to the Pacific coast,
starting in eastern Panama, and continuing along western
Colombia and northern Ecuador, and is characterized by
low elevations (<300 m) and by high precipitation that
allows the development of a rainforest with high levels of
regional endemism (Kattan et al., 2004; Rom, 2008). No
evident geographic barrier might prevent gene flow
between PC and DRN B, asper populations, although some
phenotypic differences were observed between them.
Furthermore, mmean sequence divergence between Choc-
oan populations and other Colombian groups is relatively
high (3.1 £0.36%), and they are separated by the Cordil-
lera Occidental and the Cordillera Central. These moun-
tain ranges attained maximum elevation duting Pliocene
(2-5 mya) with an uplifting rate up to 3 mm/fyear during
that period (Gregory-Wodzicki, 2000). Thus, it is probable
that during this period much of the cbserved divergence
between Chocoan and cis-Andean populations arose, as
has been cbserved in other taxa (Cheviron et al,, 2005;
Noonan and Wray, 2006).

The fourth and last lineage considered is composed of
samples from CC and MV that show low levels of sequence
divergence (1.4 +0.4%), and exhibit some weak phenotypic
differentiation, Gene flow between MV and CC B. asper pop-
ulations might be possible along the Magdalena River Basin,

Therefore, phenotypic differentiation is not cengruent
with the phylogenetic relationships observed at the intra-
specific level in B. asper, and other hypotheses should be
invoked to explain morphological variation.

4.2, Effects of environmental factors and adaptation

In Middle America, dry conditions (lower precipitation,
longer dry season) decrease from west to east {Pacific to
Caribbean) and increase from south to north (Vargas, 2004).
In contrast, in Colombia the rainfall is greater in the Pacific
Jowlands (mean precipitation > 3000 mm) and diminishes
northward to the Caribbean region (Appendix 3). Hence, the
driest focalities in the range of B. asper are those in MNCA,
CH, PCR, and CC (mean precipitation <2200 mm,
<2250 mm, <2450 mm, and <2500 mm, respectively). In
addition, individuals from these same regions show the
greatest number of scales and dorsal blotches.

The correspondence between dryness and number of
scales is known in other species of Squamata (Soulé and
Kerfoot, 1972; Thorpe and Baez, 1987; Brown et al,, 1991,
Malhotra and Thorpe, 1997), and may reflect a causal effect
of the environment (Castellano et al., 1994).

In one hand, environmental conditions during preg-
nancy are known to have an effect in some scale numbers in
snakes (Fox, 1948; Osgood, 1978; Lourdais et al,, 2004). For
instances, Osgood (1978) induced changes in scutellation at
various treatments of temperature during embryonic
development in Natrix fasciata. However, the magnitude of
differences observed in his experiment was less than one
standard deviation from the mean, a much smaller differ-
ence than the observed variation in nature. Furthermore,
several researchers (Arnold, 1988; Arnold and Peterson,
1989) suggest that environmental induction might

=
N

contribute minimally to phenctypic variance in snakes, and
is not likely the sole cause of this phenomenon.

Alternatively, phenotypic variation in the scale number of
B. asper might have an adaptive origin, and be a consequence
of selection acting to confront local environmental condi-
tions (Castettano et al., 1994). For instance, Soulé and Kerfoot
{(1972) suggested that differences observed in mid-dorsal
scales in the spiny lizard Sceloporus graciosus result from
local adaptation to thermoregulation, whereas Horton (1972}
indicate that in different skink species genus Ergenic scu-
tellation differences result from the control of water loss.

According to Bentley and Schmidi-Nielsen (1966),
between 25 and 50% of the water loss in lizards and snakes is
cutaneous, depending on the species, physiological state, and
environmental conditions. For this reason, scutellation
determines the surface area of skin that is exposed to the
environment (Soulé and Kerfoot, 1972), and in general, inter-
stitial area is inversely related to the number of scales and
proportional to scale size, Thus,'an increase in scale number
might reduce the skin surface area exposed and in this way
allows better protection against water loss In drier climates.

Sanders et al. (2004) indicate that this adaptation might
be important in vipers that reguire distending the body
while consuming large prey items, thus increasing and
exposing interstitial skin surface area. In B. asper, selection
might act in a similar way to facilitate water preservation in
drier localities.

43. Extent of ecotypic variation and final remarks

If selective forces shape morphological variation, they
might also account for the taxonoemic confusion of B. asper
and related species, For instance, Markezich and Taphorn
{1993) failed to distinguish between B. asper and B, atrox in
a suspected zone of sympatry in western Venezuela, and
suggested that the phenotypic variation found “may be
caused by heterogeneous selection pressures associated
with these varied communities operating on a particularly
broad genome” (Markezich and Taphorn, 1993). Hence,
statistical overlap observed in traits traditionally used in
classification of lanceheads (Wiister et al,, 1996; Gutberlet
and Harvey, 2004) might result from ecological conver-
gence and thus, the taxonomic value of these characters
must be regarded with caution.

Our analysis suggests that selection can act at very subtle
levels of environmental differentiation. As new evidence
accumulates on the biological impacts of global climate
change (Parmesan and Yehe, 2003; Root et al,, 2003} it is
tempting to speculate that morphological differentiation in B.
asper (and other snakes) could be affected by climate changes
acting at regional scales (Hulme and Sheard, 1999; Zwiers
and Zhang, 2003). Millien et al. (2006) suggest that ecotypic
variation (observed geographical variation in response to
variation in the local environment) can also be influenced by
climate change. This view is evidenced by the changes in
body size jn several contemporary species attributed to
climate change (Smith and Betancourt, 1998; Yom-Tov, 2001;
Yom-Tov etal., 2006), and climate change is predicted to have
an even greater impact on animal morphology and ecology in
the fiuture (Hughes, 2000; McCarty, 2001; Kinnison and
Hendry, 2001; Hairston et al,, 2005},
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In conclusion, our analysis demonstrates that pheno-
typic variation in B. asper might be an adaptive response to
differences in dryness at a local scale, The effects of envi-
ronmental factors in shaping morphological characters in
lanceheads should be considered if proper understanding
of character evolution and reliable species identification is
desired, especially in cases of taxa that are broadly
dispersed over variable environments.
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Appendix 1. Material examined
Abbreviations of the institutions

AMNEH: American Museum of Natural History, 75th St. &
Central Park West, New York, New York 10024. CAS: Cal-
ifornia Academy of Sciences, Golden Gate Park, San Francisco,
CA94118. FMNH: Field Museum of Natural History, Roosevelt
Road & Lake Shore Dr., Chicago, IL 60605. ICP: Instituto
Clodomire Picado, MHUA: Museo de Herpetologia de la
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia, Catle 67 No.
53-108. MUTCH: Museo Universidad Tecnolgica del Chocd,
Quibdo, Colombia. KU: University of Kansas, Museum of
Natural History, Lawrence, Kansas 66045, LACM: Los Angeles
County Museurn of Natural History, 900 Exposition Blvd, Los
Angeles, CA 90007, MVZ: University of California at Berkeley,
Museum of Vertebrate Zoology, Berkeley, CA 94720. SUA:
Serpentario Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia,
Carrera 50 No. 63-65. TCWC. Texas A%M University, Texas
Cooperative Wildlife Collection, College Statlon, TX 77843,
USNM: National Museumn of Natural History, Smithsonian
Institution, Washington, D.C, 20560, UTA: University of Texas
at Ardington, Merriam Museum Arlington, TX 76015,

Bothrops asper. Belize: Manatee Rd. (FMNH 3480, 4197);
Cayo: Privason Creel, Mountain Pine Ridge (AMNH
126449, 126450); 0.4mi 5 Belmopan on Hummingbird
Hwy (KU 157657); Toledo: Blue Creek Village (UTA R-
11072). Colombia: Acandi (MHUA 14065); Alto Baudd (SUA
203); Apartadd (SUA 983, 980); Bahia Solano (SUA 1223,
1406, 1405); Caceres (SUA 2256); Caracoli (SUA 1404, 1773,
2995); Carepa (SUA 1113, 1178, 1298, 1300, 3241, 1178, 1300,
3241); Caucasia (MHUA 14447; SUA 816, 978, 460, 957,
2375, 986, 1380, 2321, 2379, 2698); Chigorodd (SUA 1169,
1170, 1172, 1216, 1334); Cimitarra (SUA 390,932, 1506, 1651,
1875, 2388, 2446, 2464); El Bagre (SUA 1405); Gamez Plata
(SUA 3318, 3319); La Victoria, Caldas (MHUA 14322, 14385,
14444); Ibagué (SUA 2990); istmina (SUA 312, 313, 1861);
Llord (SUA 3818; MUTCH 001, 008); Macec (SUA 1681,
3123); Murindé (SUA 1622, 1623); Mutatd (SUA 253);
Necocli (SUA 2537); Novita {MUTCH 003, 004, 007); Nuqui
{MHUA 14034, 14437, 14438); Ocaiia (SUA 3395); Planeta
Rica (SUA 2909); Porce (SUA 298, 320, 3323, 3367), Pos-
amanza {(SUA 545, 544, 600, 1575, 1576); Puerto Berrio (SUA
215, 234, 402, 557, 616, 658, 776, 1278, 1689, 2119, 2243,
2633, 2680, 2720, 2721, 3375); Puerto Nare (SUA 1381,
1311); Puerto Triunfo (SUA 497); Puerto Valdivia (SUA
2696); San Carlos (SUA 2040, 2043, 2237, 2296, 2344, 2416,
2978); San Francisco (SUA 772); San José del Nus (SUA
3137); San Luis (SUA 420, 1986, 2359, 2386, 2783, 2875);
San Miguel (SUA 3783); San Rafael (SUA 2307, 3333, 3605);
Sonson (SUA 2782); Tierralta (SUA 2273, 2293; MHUA
14327, 14328); Turbaco (SUA 3849, 3850); Turbo (SUA 453,
1313, 1382); Usiacuri (MHUA 14187); Vegachi (SUA 1774,
2712, 2732, 2784, 3346, 3355, 3626, 3641, 3654, 3710);
Vigia del Fuerte (SUA 1613, 1686); Yali (SUA 1508}); Yolombd
(SUA 3050); Yondd {SUA 744). Costa Rica: Alajuela: Santa
Clara (AMNH12770); Ciudad Quesada (LACM 114147-48);
Cartago: Turrialba (AMNH 69720; IKU 30963, 30999, 31008,
34007, 56004); Moravia de Turrialba: (KU 63197); Pavones
(UTA R-12921-27, 12931-38, 14507-10); Guanacaste:
Tenorio: Finca Las Flores (KU 34008-10); Heredia: Paso
Azul (AMNH 17337, 17386), Puerto Viejo (KU 103908, MVZ
206329), La Virgen (I{U 63915); Sarapiqui (ICP 1391, 1392,
1393, 1394, 1395, 1396, 1397, 1398, 1399, 1400, 1401, 1402,
1403, 1404, 1405); Limén: Limén (AMNH 17380, 17382, UTA
R-34157), Guipiles (AMNH 64448), Tortuguero (AMNH
89163-65, LACM 131113), Penshurt (AMNH 99681), El
Diamante (KU 25677), Linda Vista de Siquirres (UTA R-
12996); Puntarenas: Pto. Jiménez (AMNH 17278}, 4.5 km
Rincon de Osa (KU 102537, LACM 114149), 14 km NW
Buenos Aires (KU 63916), Golfito (LACM 59196}, Rio Pefias
Blancas (UTA R-32494); San José: no other locality (AMNH
17384); Bajo Perez (ICP 1306-09, 1311,1314-16,1318,1322~
26, 1329-30, 1332, 1336, 1341-1346, 1348, 1352-55, 1358,
1360-61); Siquirres (ICP 1362-72, 1374, 1386-50).
Guatemala: Alta Verapaz: Sierra de Las Minas, Pueblo Viejo
(UTA R-26636, 26638, 26640), 1 km S (air) Finca Tinajas
(UTA R-26637); Escuintla: S Slope Volcan de Agua, Finca
Rosario Vista Hermosa (UTA R-21877-78, 21882, 21385,
21886-91, 218934, 21898-901, 21906); ]zabal, Los Amates,
Sierra del Espiritu Santo (KU 191151-52, UTA R-28620),
Montaiias del Mico, WSW Puerto Santo Fomas, Las Escobas
(KU 191154-58, 191503, UTA R-14531, 21905, 23062); Las
Dantas, El Estor (MVZ 160504-05, UTA R-8834, 15651,
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21872), Mariscos (UTA R-21873), Canoas (UTA R-21907),
Sierra de Santa Cruz, Finca Semuc, T km rd 5 headquarters
(UTA R-26643-44), Morales, Sierra de Caral, Aldea Negro
Norte (UTA R-37430); Petén: 25 km Flores (AMNH 110664
65), Sojio,}2km § of La Libertad (AMNH 69972), 8 mi §
Uaxactln (KU 157658), Tikal (UTA R-22226, 35017),15 km
NW Chinaji (KU 55704), Sayaxché (KU 57138}, Quirigua
(AMNH 122764); Quetzantenango: Finca El Carmen, km
197 on CA-2 (UTA R-21904). Honduras: Atlantida: Que-
brada de Oro (KU 200507); Copan: Quebrada Grande {KU
200621); Cortez: Agua Azul (AMNH 26151); lancetilla
(AMNH 46952); Olancho: Sierra de Agalta (FMNH 236415},
Toro: 6 km S El Progreso (MVZ 171546), no other locality
(AMNH 29965, 32573); Mexica: Chiapas: Mal Paso (TCWC
21546), La Esperanza (AMNH 66455, USNM 110433),
Ruinas de Palenque (KU 94137, USNM 110430, Chicharras
(USNM 46602), Sabana de San Quintin (KU 94138); Oaxaca:
Temescal MVZ 78100), 10 mi S Oaxaca (MVZ 150506), Santo
Domingo (USNM 47931-32),12.7 km Valle Nacional Bridge
{UTA R-14529), Sierra Judirez, Metates (UTA R-14530,
25850); Puebla: Hueytamalco (AMNH 123919); San Diege
(AMNH 58225), Vegas de Suchi (AMNH 58231), Necaxa, Rio
Necaxa (AMNH 76433); Quintana Roo: Xkanha, boundary
of Campeche and Quintana Roo (AMNH 7860), Skm W
Puerto Juarez {KU 70908), 12 km N of Tulum (CAS 150329-
30, UTA R-17095), Pueblo Nuevo X-Can (KU 70907), 17.9 mi
NE Felipe Carrillo (KU157659, 171742), 8.1 mi SW Vicente
Guerrero (KU 157661), 22 km N Kantunil Kin (KU 171758),
Caobas, 86 km W Chetumal (KU 75003), Cancfin Airport
(MVZ 160199}, between Tulum and Coba at kin 14 (UTA R-
17031); San Luis Potosi: Antigna Morelos, Salio de Agua
(TCWC 6974, AMINH 110389, KU 24033), Chapulhuaco,
Hidalge (AMNH 67315), 2 mi W Tamuin (AMNH 53434),
10 mi W Ebano {KU 24032), Xilitla region (KU 24080);
Tabasco: Zapato Junction (CAS 114091),i4mi NE Mac-
ultepec (KU 157662), Teapa (USNM 46406), no other data;
Tamaulipas: no other data (CAS 71773), Rio Sabinas (LACM
20229-31); Veracruz: Rio Quetzalpan (TCWC 19157),2 mi E
Tabarca. Lago Catemaco (TCWC 21394, MVZ 76142), 2 km
NW Sontecomapan (TCWC 21395}, Los Tuxtlas (TCWC
21396, 21912), 21 mi E Las Chaspas (TCWC 21397), Palmilla,
Tlacopayan (AMNH 4290), Veracruz (AMNH 79034), Tezo-
napa (CAS 74396), SW Jesus Carranza (KU 23915, 23995-97,

27008), 20 km ENE Jesfis Carranza (KU 27009-11, 27565~
67), Paso del Macho (KU 26473), Mirador (USNM 25047
48, 25212), Orizaba (USNM 30220), San Rafael (USNM
32149), 7 km NW Sontecomapan (UTA R-2748, 2520, 3021,
3063, 9444, 9460), W slope Santa Marta (UTA R-3010),
12 mi NW Tuxpan (AMNH 93435), Mirador (USNM 25046);
Yucatan: 12mi S Rio Lagartos (KU 75004); Campeche:
Encarnaciéon (FMNH 105314-16), 8km N Xpujil {KU
75001); no other data. Nicaragua: Zelaya: El Recreo (KU
112957-58, 125013), Cukra trail to Kanawa (AMNH 12705),
Kanawa (AMNH 12708), Bluefields (AMNH 12707-09),
Cupitna Camp {(AMNH 12711-12), Rio Huahuasban (AMNH
70244), Rio Cama (AMNH 7413), Kyras, Musawas Waspues
River (AMNH 75221); Panama: Bocas del Toro: Rio Chan-
guinela, Queb. Guabo, 16 km W Almirante (AMNH 119093
95, KU 107849), Rio Chico (AMNH-64447), Peninsula
Valiente (KU 96986); Chiriqui: no further data (MCZ
26882-94), 16 mi W Potrerillos (MVZ 35563-67), Pan-
ametican Highway, 27 mi NW David (MVZ 78768); Cristo-
bal (AMNH 36189); Darién: Rio Subcuti (AMNH 36209},
Turia Valley (CAS 71738-41), Rio Tuira at Rio Mono (KU
97031, 107853-56), El Real (KU 107857-58, 80603), Rio
Chucunaque, 7 km above Rio Mortf (KU-107859-62), Santa
Fe, Rio Sabana (KU 112571), Yaviza (MVZ 83439-40);
Panamé: Altos de Maja (AMNH 109640), Barro Colorado
Island (AMNH 63409, 85616, MVZ 78076), Canal Zone, Ft.
Clayton (AMNH 81974, FMNH 31743, KU 107850-52,
112572), Canal Zone, Curundu (KU 75765, 80276-81),
Midbasin Chagres and mouth of Piquini River (MCZ 37086~
88), Tocumen Airport, Panamd (MVZ 78769); San Blas:
Camp Sasardi (KU 112569), Camp Summit (KU 112570).

Appendix 2. Origin and vouchers of samples used in
molecilar analyses included in this study

Appendix 3. Specimen localities and climate
information

The first number correspond to latitude (UTM), the
second is longitude (UTM), the third is mean annual
precipitation {in mm), the fourth is mean annual temper-
ature (in °C) and, the fifth data correspond to number of dry
months per year (see Material and Methods), reported in
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each locality. Sources for climate data are as follow. Belize:
National Metereological Service (NMS, http:ffwww.
hydromet.govbz). Colombia: Instituto de Hidrologia,
Meteorologia y Estudios Ambientales (IDeAm) de Catalogo
de Publicaciones Web (http:f/www.ideam.gov.co). Middie
America, Vargas {2004), Costa Rica: Solano and Villalobos
(2001). Guatemala: Instituto Nacional de Sismologia, Vul-
canologia, Meteorologia e Hidrologia (http:[fwww,
insivumeh.gob.Gt). Méxice, Servicio Meteorol6gico Nacio-
nal, Comisidn Nacional del agua (CONAGUA) (http://smm.
cna.gob.mx/smmptfsmn_a2.html). Panamé: Hidrometeor-
ologia, (hitp:/jwww.hidromet.com.pa).

Belize: Cayo: 16.8327, —90.3026, 1800, 26.1, 2} ‘Toledo:
16.2450, —88.3682, 1800, 261, 2. Colombia: Acandi:
6.8703, —75.1664, 3000, 28.0, 0; Alto Baudd: 5.7098,
—76.9927, 5000, 28.0, 0; Apartadd: 7.8813, —76.6517, 3130,
272, 0: Bahia Solano: 62226, —77.4012, 4982, 256, 0;
Ciceres: 7.5800, —75.3500, 1032, 28.0, 4; Caracoli: 6.8703,
—75.1664, 3000, 27.0, 3; Carepa: 7.7700, —76.6600, 4000,
28.0, 2; Caucasia: 79900, -75.2100, 1032, 28.3, 4; Chi-
gorodb: 7.6622, -76.6861, 5000, 28.0, 2; Cimitarra: 63175,
—73.9521, 2700, 28.0, 1; Fl Bagre: 6.2960, —74.7262, 2176,
28.0, 1; Gomez Plata; 6.6800, —75.2200, 3000, 28.0,2; La
Victoria, Caldas: 5.3167, —74.9125, 2500, 26.0, 0; Ibagué,:
44500, —75.2400, 1800, 28.4, 0; fstmina: 5.1437, —76.6801,
7000, 259, 0; Llord: 55100, —76.6800, 8000, 28.0, O;
Maceo: 6.55, —74.7900, 3000, 23.0, 1; Murindd: 69658,
-76.7502, 5000, 28.0, 0; Mutata: 7.2500, --76.4400, 2500,
28.0, 0; Necocli: 8.4300, —76.7900, 3000, 274, 2; Novita:
49394, --76,6232, 8000, 28.0, 0; Nuqui: 5.7100,-77.2700,
7000, 26.0, 0; Ocaita: 82326, —73.3569, 863, 26.0, 5;
Planeta Rica: 84200, —75.5800, 2000, 28.3, 4; Porce:
6.5500, —75.2333, 3000, 28.0, 2; Posamanza: 6.1300,
77.3200, 7000, 28.0, 0; Puerto Berrio: 6.5060, —74.3742,
3000, 28.2, 1; Puerto Valdivia: 7.2824, —75.35843, 2000,
283, 1; San Carlos: 61830, —74.9904, 3000, 24.0, 2; San
José del Nus: 6.2456, 749904, 3000, 28.0, 2; San Luis:
6.2644, -73.1509, 3000, 24.0, 1; San Rafael: 6.3049,
—75.0249, 3000, 26.0, 2; Senson: 5.8700, —74.9400, 3000,
22.0, 1; Tierralta: 81800, —76.0788, 2000, 283, 4; Tur-
baco: 10.3400, -75.4200, 793, 27.7, 4; Turbo: 8.0955,
—76.7483, 3180, 27.2, 0; Usiacuri; 10.7359, —74.9840, 814,
27.4, 5; Vegachi: 6.7700, —74.8000, 3000, 23.0, 2; Vigia del
Fuerte: 6.7882, —76.9060, 7000, 28.0, 0; Yali: 6.6408,
—74.8541, 3000, 23.0, 3; Yolombd: 6.6000, --75.0100, 2647,
21, 3; Yondd: 7.0048, —73.9286, 2799, 28, 1. Costa Rica:
Alajuela: 103792, —84.4404, 2100, 235, 4; Bajo Perez,
Acasta: 9.8012, —-84.1617, 2370, 20.3, 4; Cartago: 9.8824,
—83.6227, 23, 19.2, Z; Guanacaste; 10.4877, —85.3549,
2462, 271, 5; Heredia: 10.3778, —-83.9601, 2000, 19.8, 3;
Sarapiqui: 9.8418, —83.5972, 4000, 253, O; Limén:
10.0700, —83.4500, 4860, 257, 0; Puntarenas: 9.2046,
—83.3336, 2100, 27.0, 5; San José: 99365, —84.1000, 2000,
20.3, 5; Siquirres: 101014, -83.3705, 4000, 260, 0.
Guatemale: Alta Verapaz: 15,5304, —90.1568, 1956, 26.8,
4; Escuintla: 14.1554, —98.9759, 1860, 27.2, 4; 1zabal:
15.5197, --88.9274, 1676, 27.8, 3; Petén: 16,8845, -90.3144,
1800, 26.8, 4. Honduras: Atlantida: 15,5937, -87.1657,
2000, 21.2, 4; Copan: 14,8585, —89.0924, 688.8, 241, 6;
Cortez: 15.4822, —88.0953, 800, 23.2, 8; Olancho: 14.7989,
45,7689, 1317.2, 16.8, 6. Mexico: Campeche: 19.7789,
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nfluencing

—~88.4910, 1794.2, 25.8, 4: Chiapas: 16.0875, —92.7802,
21907, 241, 5; Daxaca: 18.0882, —96.1232, 1618, 224, 5;
Puebla: 20,1824, —101.2597, 1254, 201, 4; Quintana Roo:
19.1142, —88.4909, 1457, 27.9, 7; San Luis Potosi: 22.0949,
—88.4909, 8084, 21.0, 6; Tabasco: 218031, -102.9282,
2036, 264, 4, Tamaulipas: 24,1757, --97.8388, 738.8, 23.0.
4: Veracruz: 185910, —95.0180, 1830, 23.7. 2; Yucatin:
20.6968, —89.1051, 1084.0, 25.9, 5, Nicaragua: Bluefields:
12.0667,~83.7500, 4285, 0. Panama: Bocas del Toro:
03339, --82.2550, 3752, 274, O; Chiriqui: 8.3816,
_82.3215, 2500, 27.0, 3; Cristdbal: 9.3698, — 79,3798, 3000,
26.7, 3: Darién: 80707, —78.2016, 3000, 27, 3; Panama:
8.2213, —782168, 3000, 267, 3, Samn Blas: 9.2331,
—78,2260, 3000, 25, 3.
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