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RESUMEN

La familia Anomalepididae incluye serpientes neotropicales de tamafio pequefio con estilo de vida edéfico. Esta familia
se distribuye desde Honduras hasta el norte de Argentina y Paraguay. El género Liotyphlops es el mas diverso de la
familia Anomalepididae. Este género se caracteriza externamente por tener una escama rostral grande que contacta la
escama frontal, cuyo contacto evita que las escamas prefrontales se unan en el dorso de la cabeza. Recientemente tres
especies que habian sido sinonimizadas con Liotyphlops albirostris fueron revalidadas usando datos de escamacion,
osteologia y modelos de distribucién potencial. En este trabajo se implementan métodos tradicionales de morfometria
geomeétrica, usado fotografias de las escamas cefalicas (2D) y tomografias computarizadas del craneo (3D), para
cuantificar la variacion dentro de estas cuatro especies. En ambos analisis se usaron puntos de referencia y semipuntos
de referencia y mallas de superficie (en los modelos craneales). Los datos obtenidos se analizaron usando superposicién
de procrustes, analisis de componentes principales y ANOVA de procrustes. Las diferencias detectadas apoyan los
caracteres cualitativos identificados previamente para escamas y craneo, relacionados con la forma y extension de
escamas dorsales y regiones craneales. Estos analisis refuerzan la hipotesis de que las poblaciones de Panama,
Colombia y Venezuela (y probablemente Ecuador) representan especies diferentes respectivamente. Este seria el
primer estudio donde se emplea la morfometria geométrica 2D y 3D en algin miembro de la familia Anomalepididae.

Palabras clave: Anova-Procrustes, craneo, componentes principales, escamas cefalicas, Procrustes, puntos de
referencia, semipuntos de referencia, tomografias computarizadas.

ABSTRACT

The family Anomalepididae includes small neotropical snakes with an edaphic lifestyle. This family is distributed from
Honduras to northern Argentina and Paraguay. The genus Liotyphlops is the most diverse of the family
Anomalepididae. This genus is characterized externally by having a large rostral scale that contacts the frontal scale,
which contact prevents the prefrontal scales from joining on the dorsum of the head. Recently three species that had
been synonymized with Liotyphlops albirostris were revalidated using scale data, osteology, and potential distribution
models. In this paper we implement traditional geometric morphometric methods, using photographs of cephalic scales
(2D) and cranial CT scans (3D), to quantify variation within these four species. In both analyses, landmarks and
semilandmarks, and surface meshes (in the cranial models) were used. The data obtained will be analyzed using
procrustes overlap, principal component analysis, and procrustes ANOVA. The differences detected support the
qualitative characters previously identified for scales and skull, related to the shape and extent of dorsal scales and
cranial regions. These analyses reinforce the hypothesis that the populations of Panama, Colombia, and Venezuela
(and probably Ecuador) represent different species. This would be the first study using 2D and 3D geometric
morphometrics in any member of the family Anomalepididae.

Keywords: Anova-Procrustes, cephalic scales, CT-Scans, landmarks, principal components, Procrustes,
semilandmarks, skull.
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INTRODUCCION

La familia Anomalepididae Taylor 1939 es un grupo de serpientes neotropicales distribuidas desde
Honduras hasta el norte de Argentina y Paraguay (Dixon y Kofron, 1983; Savage, 2002, Antinuez
et al., 2022). Estas serpientes son de tamafio pequefio con estilo de habitos edaficos, las cuales
desarrollan un estilo de vida criptico. La familia Anomalepididae estd conformada por cuatro
géneros: Anomalepis Jan 1860 con cuatro especies; Helmintophis Peters 1860 con tres especies;
Typhlophis Fitzinger 1843 con una especie; Liotyphlops Peters 1881, el mas diverso de la familia,
con 13 especies (Uetz, 2022). El género Liotyphlops esta distribuido en Centroamérica y
Suramérica, desde Honduras hasta Argentina y Paraguay; la especie tipo del género es Liotyphlops
albirostris Peters (1881) y la localidad tipo se encuentra en Panama (Wallach et al., 2014). Los
miembros de este género se caracterizan por una escama rostral grande y distinguible en contacto
con la escama frontal, evitando el contacto entre las escamas prefrontales en vista dorsal, con un
intervalo de longitud total de 70-140 mm (Peters y Orejas-Miranda, 1970; Dixon y Kofron, 1983;
Natera Mumaw et al., 2015) y osteologicamente se caracteriza por tener una maxila movible y
suspendida del prefrontal, con un proceso ascendente de la maxila ligeramente bifurcado
dorsalmente, asi como el extremo del prefrontal con cada elemento abrazando el otro (Haas, 1964;

Rieppel et al., 2009).

En las ultimas cuatro deécadas se han realizado algunas revisiones taxonémicas del género
Liotyphlops. La primera revision fue realizada por Dixon y Kofron (1983) a partir de caracteristicas
externas donde redujeron 12 especies previamente descritas a cinco, sinonimizando L. petersii
Boulenger 1889 (Ecuador), L. canellei MocQuard 1903 (Panamd), L. bondensis Griffin 1916
(Colombia), L. cucutae Dunn 1944 (Colombia), L. caracasensis Roze 1952 (Venezuela) y L.

rowani Smith y Grant 1958 (Panama) dentro de Liotyphlops albirostris. Dixon y Kofron (1983)



también revalidaron L. anops que estaba como sindénimo de L. metae y describieron una nueva
especie denominada L. argaleus, dejando como resultado siete especies para el género Liotyphlops
(L. albirostris, L. anops, L. argaleus, L. beui, L. schubarti, L. ternetzii y L. wilderi) (Linares et al.,
2021). En estudios posteriores y usando principalmente morfologia externa y conteo de escamas,
el nimero de taxones descritos para el género aumentd. Las especies que han sido descritas
recientemente incluyen L. trefauti (Freire Xavier, Caramaschi y Argolo Suzart, 2007) para Brasil,
L. haadi (Haad Silva, Franco y Maldonado, 2008) para la Amazonia, L. caissara (Centeno, Sawaya
y Germano, 2010) para Brasil, L. sousai y L. taylori donde ademéas de morfologia y conteo de
escamas, utilizaron imagenes de tomografia computarizada de los craneos (Santos y Reis, 2018)
en Brasil, y asi mismo fue la descripcion de L. paulophis a partir de un sintipo de L. anops en
Colombia (Santos, 2023a). La revision taxondémica realizada por Linares-Vargas et al. (2021),
ademas de datos de escamas y osteologia craneal, utilizd6 modelamiento de distribucion potencial
y propuso la revalidacion de las especies L. bondensis, L. caracasensis y L. petersi. Reciéntemente
fue sinonimizado L. sousai dentro de L. beui a partir de evidencia morfolégica (escamacion y
osteologia), caracteres meristicos, moleculares y modelamientos de distribucion potencial en las
poblaciones del Sureste Suramericano (Entiauspe-Neto et al., 2023). Como en otros trabajos
taxondmicos de serpientes ciegas (Scolecophidia), es comin que las especies con grandes rangos
de distribucién correspondan a varios linajes (Hedges y Thomas, 1991; Thomas y Hedges, 2007;

Ellis, 2016).

En este trabajo se usa la propuesta de Linares-Vargas et al., (2021), donde se reviso la variacion
morfoldgica de L. albirostris (Dixon y Kofron, 1983; Mijarres-Urrutia y Arends, 2000; La Marca
y Soriano, 2004; Santos, 2018) y donde se propuso restablecer las especies sinonimizadas por

Dixon y Kofron (1983) usando las proporciones y configuraciones de las escamas cefalicas. En



esta propuesta entonces Liotyphlops albiriostris se restringe a las poblaciones de Panama y Costa
Rica, L. bondensis con dos poblaciones propuestas como subespecies, una para el norte Colombia
0 region Caribe (L. b. bondensis) y otra para la region andina (L. b. armandoi), L. petersi para
Ecuador, y L. caracasensis para Venezuela. L. cucutae no fué revalidada. Esta propuesta también
usé modelos de distribucion potencial, donde no se encontrd solapamiento entre los rangos
potenciales. Para las diagnosis propuestas de cada especie (L. albirostris, L. bondensis, L.

caracasensis y L. petersii) ver Linares-Vargas et al. (2021).

Linares-Vargas et al. (2021) también propusieron caracteres osteoldgicos usando craneos de
individuos de L. albirostris y de L. bondensis de Colombia: el hueso coronoides con borde anterior
redondeado y la eminencia en punta en L. albirostris, mientras que el borde anterior del coronoides

con forma de angulo y la eminencia en forma de garra en L. bondensis.

Este trabajo tiene como objetivo evaluar de manera cuantitativa las hipétesis morfoldgicas
planteadas en Linares-Vargas et al. (2021). Se explora en detalle los cambios en la forma del craneo
y las escamas utilizando morfometria geométrica tradicional (Kendall, 1977; Bookstein, 1996), se
considera el espacio geométrico y se emplean métodos estadisticos multivariados (Zelditch et al.,
2012). En los analisis se usan landmarks (puntos de referencia), semilandmarks (semipuntos de
referencia) o contornos y la localizacibn geométrica, los cuales se asumen que tienen
correspondencia topoldgica ya sea en dos o tres dimensiones (Bookstein, 1986; Zelditch et al.,

2012).

Existen varios casos donde la morfometria geométrica en dos dimensiones (2D) se ha usado para
cuantificar la variaciébn morfologica en Squamata y asociarla con algin aspecto ecoldgico,

evolutivo o taxonémico. Por ejemplo, en geckos se utilizaron como descriptores de las variables



de forma del craneo algunas categorias dietarias junto con las afinidades filogenéticas entre los
géneros (Daza et al., 2009). Para escamas cefalicas, dado que son de uso taxondémico frecuente,
existen también algunos ejemplos. EI primer caso es en el complejo de especies Crotalus viridis,
donde utilizaron morfometria geométrica y analisis de genes mitocondriales separando dos linajes:
uno del este con dos subespecies y otro del oeste con siete subespecies (Davis et al., 2016). El
segundo caso es en seis especies del género Lampropeltis, delimitadas Gnicamente por informacion
molecular hasta el momento del estudio y en este caso se delimitan fenotipicamente las especies
marcando puntos de referencia en las intersecciones de las escamas cefélicas (Ruane, 2015). El
tercer caso corresponde al Unico trabajo, hasta el momento, donde se ha empleado la metodologia
de morfometria geométrica marcando puntos de referencia en escamas de algin miembro de
Scolecophidia. Este caso evalud diferentes poblaciones de Xerotyphlops vermicularis
(Typhlopidae) utilizando evidencia morfoldgica, seroldgica, ecoldgica y de coloracion. La
morfometria geométrica no captd variacion intrapoblacional pero si interpoblacional en este caso

(Akman y Gé¢men, 2019).

Adicionalmente, mediante el uso de tomografias computarizadas, se han podido hacer analisis de
morfometria geométrica en tres dimensiones (3D). Esta metodologia 3D ha permitido aumentar la
resolucion y la especializacion de los analisis para probar hipétesis bioldgicas (Adams et al., 2013).
Algunos ejemplos han planteado hipdtesis evolutivas sobre cuéles son los motores primarios en la
evolucion en Squamata (Watanabe et al., 2019). Por ejemplo, en Pygopodidos (geckos con
reduccion de patas) se asocié la variacion de la forma del craneo con la dieta y el habitat (Gurgis
et al., 2021). También se han planteado hipotesis del origen de las serpientes a partir del analisis
del oido medio (Palci et al., 2017). Por otro lado, se ha probado dimorfismo sexual en craneos de

Xenodon neuwiedii (Murta-Fonseca et al., 2019) y se ha identificado variacion intraespecifica en



la especie de serpiente Rhinophis philippinus (Huntley et al., 2021). Adicionalmente, se han
utilizado craneos de serpientes como modelo para comparar el efecto de dos técnicas, fotografias

del craneo en seco o imagenes de tomografias computarizadas (Souto et al., 2019).

Por lo tanto, teniendo en cuenta la variabilidad morfoldgica que tienen las serpientes ciegas del
género Liotyphlops (Linares-Vargas et al., 2021), el presente trabajo pretende cuantificar la forma
de las escamas y del craneo, utilizando morfometria geométrica 2D y 3D respectivamente, con el
objetivo de establecer diferencias entre las especies del género a partir de su forma. Este trabajo es

el primero que realiza este tipo de analisis en algun grupo de culebras ciegas.

METODOS

Nomenclatura morfoldgica

Se utiliz6 la nomenclatura de las escamas cefélicas utilizadas por Dixon y Kofron (1983), Savage
(2002), Freire et al. (2007), Haad et al. (2008), Centeno et al. (2010), Santos (2023b). Sin embargo,
se opto por utilizar escama ocular y preocular, debido a que el ojo es visible en estas especies
(Linares et al., 2021). Para la terminologia osteoldgica se siguid la utilizada por Cundall y Irish

(2008), Rieppel et al. (2009) y Santos (2018).

Adgquisicion de ejemplares y datos morfoldgicos para el anélisis en dos dimensiones (2D)

Se tomaron fotografias en vista dorsal y lateral con la respectiva escala de la regién cefalica de
ejemplares de Liotyphlops albirostris s.s (n=8), Liotyphlops bondensis (n=37), Liotyphlops
caracasensis (n=5) y Liotyphlops petersi (n=3) depositados en colecciones bioldgicas nacionales e
internacionales (apéndice 1). Las fotografias se obtuvieron bajo estereoscopio Leica EZ4 W con

una camara integrada de 5 MP y un Microscopio Digital Keyence VHX-7000. Se tuvo en cuenta



el estado de cada ejemplar, de tal forma que sean diferenciables las escamas cefélicas en cada una
de las vistas para poder marcar con precision los puntos de referencia y semipuntos de referencia,
como también la informacion de localidad adjunta, para que pueda ser comparado con la

distribucion actual propuesta para cada una de las especies (apéndice 1).

Adquisicion de ejemplares y datos morfolégicos para el andlisis en tres dimensiones (3D)
A partir de dos especimenes disponibles y digitalizados en la pagina de Morphosource

(www.morphosource.org) y de trece ejemplares depositados en museos de historia natural en

Estados Unidos (apéendice 1), se realizé la solicitud de préstamo de las especies catalogadas como
L. albirostris s.s (n=5), L. bondensis (n=7), L. caracasensis (n=3). No existen ejemplares
disponibles para L. petersi. Las imagenes de microtomografias computarizadas se obtuvieron en

las instalaciones de la Universidad de Texas en Austin UTCT (apéndice 1).

Obtencion de puntos y semipuntos en dos dimensiones (2D)

En cada una de las fotos tomadas se marcaron 12 puntos de referencia en la vista dorsal, ocho
puntos tipo | y cuatro tipos 11 segun la clasificacion de Bookstein, (1992) y cinco semipuntos de
referencia (Bookstein, 1997) o conjuntos de puntos distribuidos uniformemente a lo largo de una
superficie, en este caso captando el borde de las escamas cefélicas de interés (Fig. 1, Tabla 1). En
la vista lateral se utilizaron el mismo numero de puntos de referencia, pero solo uno es tipo I,
como también cinco semipuntos de referencia (Fig. 1, Tabla 2). Esto se realizd utilizado los

softwares tpsULil32 y tpsDIG2 (Rohlf, 2017). El set de coordenadas se export6 en formato TPS.

Obtencion de puntos, semipuntos y mallas de puntos en tres dimensiones (3D)
El software Avizo 2019.1 (ThermoFisher Scientific) se utilizO para crear modelos en tres

dimensiones del craneo, sin incluir los elementos maéviles (mandibula, ectopterigoides, pterigoides


http://www.morphosource.org/

y palatinos). Los modelos se exportaron en el formato de poligonos o formato de triangulos de
Stanford (ply por sus siglas en inglés). Estos modelos se importaron en el programa Stratovan
Checkpoint (2023.05.30.0438) para marcar puntos de referencia, semipuntos de referencia y mallas
de puntos de referencia, tratando de cubrir la mayor superficie posible del craneo en cada una de
sus caras (Tabla 3). De igual forma, se segmento el hueso coronoides izquierdo de la mandibula
para cada individuo, marcando una sola curva sobre el borde medial (Tabla 4). Finalmente, el set

de datos de coordenadas se export6 en formato morphologik y luego transformado en formato TPS.

Analisis de datos

Cada conjunto de datos (2D y 3D) se analizé utilizando el paquete estadistico Geomorph (Adams
y Otérola-Castillo, 2013) en el entorno de programacién R (R Core Team, 2021). Para cada
conjunto de datos se realizd analisis de superposicion de Procrustes, removiendo el efecto del
tamanio, traslacion y orientacion; de tal forma que los cambios observados sean atribuidos a la
forma y puedan ser cuantificados, sin embargo, el tamafio del centroide fue utilizado igualmente
para identificar las diferencias del tamafio de la configuracion de la forma entre los individuos
(Zelditch et al., 2012; Klingenberg, 2013). Posteriormente, se realizd una ANOVA-Procrustes con
la funcion “procD.Im” para identificar si existen diferencias estadisticamente significativas de la
forma y el tamafio del centroide de las especies propuestas, utilizando los siguientes modelos:

1. Coordenadas~especies (forma)

2. Tamario del centroide~especies (tamafio de la estructura)

Se realizo un analisis de componentes principales (PCA) con las coordenadas de Procrustes usando
la funcion “gm.prcomp”. Se visualizd el morfoespacio permitiendo cuantificar las diferencias
morfologicas entre los individuos y agrupar los individuos utilizando la funcioén “shapeHulls”.
Después de identificar las agrupaciones, se calculo la forma consenso de todos los individuos y de
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cada especie con la funcién “mshape”, luego con la funcién “plotRefToTarget” se grafico la
diferencia de la forma consenso de las especies con respecto a la forma consenso de todos los
individuos, de tal forma que se tiene el mismo punto de referencia para establecer las diferencias

entre las especies.

Comentarios del ejemplar de Liotyphlops petersii

En el caso del holotipo de L. petersii (NHM 1946.1.11.46) teniendo en cuenta la dificultad para
fotografiar estos individuos, la antigiiedad del holotipo, la poca visibilidad de las escamas por
deshidratacién y la inclinacién del ejemplar en la fotografia, existe incertidumbre en la ubicacién
de este individuo en el morfoespacio. Aunque se decidio incluir a L. petersii en los andlisis (Fig.
2), en el apéndice 2 se observa el mismo PCA sin este ejemplar, para identificar que tanto cambia
el morfoespacio con un individuo. También se realiz6 la primera ilustracion de este ejemplar donde
se puede diferenciar la escama rostral, las prefrontales y la escama frontal en vista dorsal; y las
escamas nasales, supralabiales, ocular y la primera hilera de escamas en la vista lateral (Fig. 3),

siendo estas las mas utilizadas en la taxonomia de este grupo (Santos, 2023b).

RESULTADOS

Analisis de morfologia geométrica en 2D

Vista dorsal

ElI PCA de las coordenadas de Procrustes sugiere diferenciacion para la vista dorsal en la forma de
las escamas cefélicas entre las especies de Liotyphlops (Fig. 2a-c). Esta diferenciacion es

corroborada por el ANOVA-Procrustes (p=0.001; Tabla 5).



Estas diferencias también se identificaron por medio de los vectores de cambio de la forma,
lograndose visualizar que la mayoria de los cambios son en la escama rostral y en el borde posterior
de la escama frontal (Fig. 4). En este sentido, L. albirostris tiene la escama rostral expandida en el
plano horizontal en la parte anterior, donde el ancho va curvandose posteromedialmente,
desarrollando una forma redonda con respecto a la forma consenso. El borde posterior de la escama
frontal de L. albirostris es mas curvo con respecto a la forma consenso, haciendo que esta escama
se haga mas larga que en las otras especies (Fig. 4a). En el caso de L. bondensis, la forma de las
escamas rostral y frontal, son més similares a la forma consenso, diferenciandose Unicamente por
una leve extension lateral en el borde anterior entre las narinas (Fig. 4b). En L. caracasensis, la
escama rostral es mas angosta en la region anterior con respecto a la forma consenso, dandole una
apariencia espatulada (Fig. 4c). Por ultimo, L. petersii tiene la escama rostral angosta en la parte
posterior y tiende a alargarse posteriormente con respecto a la forma consenso; el borde posterior
de la escama frontal esta expandido posteriormente en la region medial con respecto a la forma
consenso Y el borde posterior de las escamas prefrontales se curva anteriormente a partir de la mitad

del borde posterior hacia los extremos (Fig. 4d).

Vista lateral

ElI PCA de las coordenadas de Procrustes sugiere una diferenciacion para la vista lateral de la forma
de las escamas ceféalicas entre las especies L. bondensis, L. caracasensis y L. petersii; sin embargo,
L. albirostris comparte gran parte del morfoespacio con las especies previamente mencionadas
(Fig. 2d-f). Esta diferenciacion de la forma, como también del tamafio del centroide (Fig. 5b), son

corroboradas por el ANOVA-Procrustes (p=0.001 y p=0.033 respectivamente; Tabla 5).

En cuanto a los cambios de la forma, L. bondensis no se diferencia de la forma consenso (Fig. 4f).
Por otro lado, L. caracasensis se diferencia por el borde anterior del rostro proyectado
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anteriormente otorgando una forma del rostro méas puntiagudo con respecto a la forma consenso.
La posicion de las narinas L. caracasensis se desplaza anteriormente con respecto a la forma
consenso. La tercera escama de la primera hilera vertical o preocular superior se encuentra en
posicién anterior a la forma consenso y, asi mismo, la posicién del ojo (Fig. 49). En el caso de L.
petersii, se puede visualizar el efecto de la inclinacion del ejemplar a la hora de tomar la fotografia
por la intensidad de los vectores de cambio en el borde anterior del rostro, sin embargo, la
expansion posterior de la tercera supralabial con respecto a la forma consenso se puede visualizar

en la ilustracién del ejemplar (Fig. 4h y Fig. 3).

Analisis de morfologia geométrica en 3D

Craneo

Los craneos de las especies L. albirostris, L. bodensis y L. caracasensis se diferencian en formay
tamafo. EI PCA de las coordenadas de Procrustes sugiere diferenciacion para la forma del craneo
(Fig. 6a-c). Esta diferenciacion de la forma, ademas del tamafio, es corroborada por el ANOVA-
Procrustes (p=0.002 y p=0.017 respectivamente; Tabla 5). L. albirostris presenta el menor tamafio
del centroide (Fig. 5c). Estas diferencias se describen a continuacién por cada malla de superficie
colocada en cada hueso, comparando la forma consenso de las especies con respecto a la forma

consenso de todos los individuos (puntos negros) (Fig. 7).

Nasal: En L. albirostris la nube de puntos encima del hueso nasal sobresale de la forma consenso,
desde la parte media del hueso hasta el borde posterior. En L. bondensis, la nube de puntos del
nasal esta por debajo de la configuracion promedio desde la parte media hasta borde posterior,
mientras que la parte anterior del nasal, sobresale la forma consenso. En L. caracasensis la nube
de puntos sobre el nasal se extiende hacia los margenes de la forma consenso, otorgando la
apariencia de un hueso nasal méas ancho y en la regién anteroventral esta por encima de la forma

11



consenso, pero en el resto de superficie del hueso nasal se encuentra al mismo nivel de la forma

consenso.

Borde dorsal premaxila: En L. albirostris estd por debajo de la forma consenso, en L. bondensis
estd por encima, y en L. caracasensis se encuentra por encima y en posicion anterior a la forma

consenso.

Septomaxilas: L. albirostris tiene la region del vomer mas amplia al tener los bordes mediales mas
expandidos con respecto a la forma consenso, el borde posterior de las septomaxilas esta por detras
de la forma consenso. En cambio, en L. bondensis la septomaxila se encuentra por delante de la
forma consenso en la regidn posteroventral, por detras de la forma consenso en la region anterior
y con la region del vémer al mismo nivel que la forma consenso. Ahora, L. caracasensis en la
region anterolateral esta por encima de la forma consenso y el borde posterior esta por debajo de
la forma consenso, similar a L. albirostris, sin embargo, la region del vomer esta reducida con

respecto a la forma consenso.

Bordes laterales huesos frontales: En L. albirostris y L. bondensis los bordes laterales del hueso
frontal estan por debajo de la forma consenso, a diferencia de L. caracasensis que esta por encima

a la forma consenso.

Parietales: L. albirostris tiene la region dorsal de los parietales por encima de la forma consenso a
diferencia de las otras dos especies. L. bondensis esta por debajo de la forma consenso en todas las
regiones de los parietales y L. caracasensis estd por encima de la forma consenso en la region

lateral.
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Basiesfenoides: L. albirostris y L. caracasensis tienen el basiesfenoides por debajo de la forma
consenso, a diferencia de L. bondensis que tiene la malla de puntos por encima de la forma
consenso. Sin embargo, en L. albirostris la expansion es en toda la superficie a diferencia de L.

caracasensis que la expansion es en la region posterior.

Basioccipital: L. albirostris y L. caracasensis comparten que la malla de puntos del basioccipital

estd por debajo de la forma consenso, a diferencia de L. bondensis que esta por encima.

Borde posterior complejo 6tico-occipital: L. bondensis presenta este borde anterior a la forma
consenso, en cambio L. albirostris y L. caracasensis tienen el borde posterior a la forma consenso,
pero L. caracasensis a diferencia de L. albirostris tiene las esquinas inferiores por debajo de la

forma consenso.

Coronoides: Aunque las deformaciones de la forma promedio del coronoides por cada especie de
Liotyphlops con respecto a la forma consenso (Fig. 8) y el PCA de las coordenadas de Procrustes
(Fig. 6d-f) parecen sugerir diferencias, esta diferenciacion no es corroborada estadisticamente por
el ANOVA-Procrustes (p=0.116; Tabla 5). Sin embargo, si se encontraron diferencias
significativas en el tamafio de coronoides (ANOVA-Procrustes p=0.004; Tabla 5). L. albirostris
presenta un menor tamafio con respecto a L. bondensis y L. caracasensis (Fig. 5d).

En L. albirostris el borde anterior es méas redondeado con respecto a la forma consenso y la base
del coronoides mas amplia debido al &ngulo en la base del borde anterior (Fig. 8a). En L. bondensis
la base del coronoides ]no se diferencia de la forma consenso, pero \[YMl]eI borde anterior forma
un angulo mas cerrado con respecto a la forma consenso y el borde posterior con menor curvatura

con respecto a la forma consenso (Fig. 8b). Por Gltimo, L. caracasensis presenta una base reducida
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con respecto a la forma consenso, el borde anterior es mas pronunciado formando un angulo

cercano a los 90° y el borde posterior es mas curvo con respecto a la forma consenso (Fig. 8c).

DISCUSION

La forma de las escamas rostral, frontal y prefrontales es diferente entre L. albirostris, L. bondensis,
L. caracasensis y L. petersii. Se soportan, mediante la morfometria geométrica los caracteres
diagnosticos propuestos por Linares-Vargas et al. (2021) para L. bondensis (la escama rostral y las
prefrontales) y L. albirostris (caracteres que involucran la escama frontal y rostral). Sin embargo,
aunque se diferencian en la forma de las escamas, las diagnosis para L. caracasensis y L. petersii
deben replantearse. Las descripciones aqui presentadas no corresponden con las planteadas
originalmente por Roze (1952) y Boulenger (1889) respectivamente (las cuales fueron utilizadas
en la revalidacion hecha por Linares-Vargas et al. (2021)). Por otro lado, ]Ia forma del créneo[
[YM2][[C3]\[YM4]y del hueso coronoides son diferenciables visualmente (y estadisticamente en el
craneo) entre L. albirostris s.s, L. bondensis y L. caracasensis, o que permite diferenciar estas
especies no solo por la folidosis como suele ser utilizado en escamados, sino también por su
osteologia. Por lo tanto, este estudio representa otro caso exitoso donde la morfometria geométrica
complementa estudios de diferenciacion de especies en escamados. Al mismo tiempo, este trabajo
es el primero que utiliza morfometria geométrica en la familia Anomalepidade, el primero en
utilizar semilandmarks en Scolecophidia y el primero en utilizar morfometria geométrica en

escamas Yy craneo para diferenciar especies de serpientes.

El nimero de muestras para este estudio fue relativamente bajo y el muestreo no fue balanceado
entre especies, lo que aumenta la incertidumbre en los resultados estadisticos que operan

principalmente con los promedios (Cardini y Elton 2007, Zeldich et al., 2012). Estas limitantes se
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presentaron debido a la dificultad para encontrar estas especies de la familia Anomalepididae en
campo, la poca disponibilidad y accesibilidad al material depositado en las colecciones bioldgicas,
la dificultad para fotografiar estos individuos en una misma posicién y la accesibilidad a CT-Scans.
Ademas, un reducido tamafio de muestra, como el caso de L. albirostris, L. caracasensis y L.
petersii, reduce la capacidad de conocer la variacion intraespecifica; sin embargo, en este trabajo
se incluyeron en los andlisis los holotipos de L. albirostris (Peters, 1858) (MCZ 3971), L. b.
armandoi (Linares-Vargas et al., 2021) (CPZ-UV 7288), L. caracasensis (Roze, 1952) (MLS 514)
y de L. petersii (Boulenger, 1889) (NHM 1946.1.11.26); de tal manera que se tiene la forma tipo
para cada especie. Entonces el tamafio de muestra y el solapamiento de unos puntos puede estar
influyendo en el resultado de la Anova-Procrustes para el modelo de forma del hueso coronoides,
donde son consideradas las formas como iguales estadisticamente aun cuando el PCA y los vectores

de cambio muestran diferencias entre las especies.

En Linares et al. (2021) las especies L. caracasensis y L. petersii se revalidaron a partir de las
descripciones originales de las especies y segun los modelos de distribucion potencial, sin embargo,
el material referenciado para esas especies no fue revisado. Ahora, aunque este trabajo apoya la
revalidacion de L. caracasensis y L. petersii debido a las diferencias en la forma y tamafio de
escamas cefalicas y osteologia (en el caso de L. caracasensis) las descripciones originales para
estas especies no corresponden con lo observado en los holotipos. A continuacién, comentamos

esas diferencias.

Comentarios sobre la taxonomia de Liotyphlops caracasensis (]Roze 1952\[YM51).
En la descripcion del ejemplar tipo por Roze (1952) se plantea que la escama rostral es mas ancha
que la mitad de la cabeza, seguramente considerd el margen libre de la escama, pero este es muy

variable entre individuos, de tal forma que se debe tener en cuenta son los limites epidérmicos de
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las escamas. De tal forma que, por lo contrario, L. caracasensis tiene la escama rostral mucho mas
angosta con respecto a la descripcion planteada por Roze (1952), y de hecho es méas angosta en la
parte anterior desde una vista dorsal con respecto a L. albirostris, L. bondensis y L. petersii. Roze
1952 menciona la ausencia de preoculares dada la posicién del ojo en su ilustracion, sin embargo,
en la fotografia del holotipo (MLS 514) se puede diferenciar el 0jo y su posicion en la segunda
hilera vertical de escamas, es decir, que si hay preoculares y la escama rostral no se extiende hasta
el nivel de los ojos (Fig. 9). Posteriormente, Dixon y Kofron (1983) al revisar el material de
Venezuela encontraron diferencias en los conteos de escamas de la poblacion de Mérida con
respecto al resto de individuos de Venezuela, de tal forma que lo denominaron Liotyphlops cf.
albirostris. Aunque en este trabajo no se revisd material de la poblacion de Mérida, aca se evidencia
la diferencia de la poblacion de Caracas con L. bondensis, L. albirostris y L. petersii a partir de la
osteologia utilizando la forma del craneo y del hueso coronoides como criterio y la forma de las
escamas cefélicas. Por ultimo, es importante tener en cuenta las formas compartidas entre las
especies, en este caso, la forma de los huesos basisesfenoide y basioccipital es compartido entre L.
caracasensis y L. albirostris (Tabla 6). De tal forma que cuando se genere la primera filogenia para

la familia se ponga a prueba si estas formas se corresponden en el filomorfoespacio.

Comentarios sobre la taxonomia de Liotyphlops petersii (Boulenger 1889).

Dixon y Kofron (1983) revisaron el holotipo de L. petersii (BMH 1946.1.11.26) descrito por
Boulenger (1889), el unico espécimen de Ecuador del género Liotyphlops. Estos autores
determinaron que el holotipo no correspondia con la descripcion y lo sinonimizaron dentro de L.
albirostris porgue tenia la misma configuracién de las escamas. Sin embargo, en el presente trabajo
se volvio a revisar el holotipo y efectivamente no corresponde con la descripcion de Boulenger

(1889). La descripcion original de Boulenger (1889) menciona que la escama rostral es la mitad
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del ancho de la cabeza y que se extiende hasta el nivel de los ojos, sin embargo, puede que haya
ocurrido \Io mismo \[vms]que en L. caracasensis que incluyo dentro de la caracterizacion de la escama
rostral el margen libre de la escama, cuando en realidad el ancho de la escama es mucho menor,
ademas, la tercera escama supralabial no contacta la escama ocular debido a la presencia de una
subocular y presubocular (Fig. 3). Sin embargo, al incluir este holotipo dentro de los analisis de la
forma de las escamas, y teniendo en cuenta la posible incertidumbre debido a la leve inclinacion
del ejemplar en la fotografia y la deshidratacion del material, explicado en los métodos, se encontro
que las diferencias mencionadas de L. petersii con la forma consenso son distintas a las diferencias
de L. albirostris, L. bondensis y L. caracasensis con la misma forma consenso. Ademas, si se
compara el efecto de L. petersii sobre la configuracion del morfoespacio, se puede observar que
las diferencias entre L. albirostris, L. bondensis y L. caracsensis se mantienen (Fig. 2 y Apéndice
2). Por ultimo, se revisaron dos ejemplares catalogados en museos como L. petersii, pero la
folidosis de estos ejemplares es diferente con respecto al holotipo. El primer ejemplar QCAZ 3855
de Esmeraldas, Ecuador no tiene prefrontales, sino nasales que se extienden dorsalmente
contactando la escama frontal, tiene una sola preocular en ambos lados de tal forma que solo tiene
tres escamas en la primera hilera vertical, no tiene subocular sino una escama ocular grande con
0jos en posicion dorsal (Fig. 10a, b); siendo estas caracteristicas propias de la familia Typhlopidae
y del género Amerotyphlops para Sudamérica (Savage 2002, Grabroski et al., 2022). Sin embargo,
para Typhlopidae no se han registrado individuos en la region costera de Ecuador, de tal forma que
este ejemplar tiene que ser revisado y comparado con otros especimenes de la familia Typhlopidae.
El segundo ejemplar SMNS 2515 con distribucion dudosa para Ecuador segun la informacion del
museo, si corresponde al género Liotyphlops, pero perteneciente al grupo de especies que tiene
cinco escamas en la primera hilera vertical (Fig. 10c) (ej. L. beui, L. schubarti, L. ternetzii) (Dixon

y Kofron 1983, Linares et al., 2021) pero ninguna de estas especies ha sido registrada para Ecuador,
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de tal forma que este ejemplar tiene que ser revisado con mas detalle y tratar de rastrear su
localidad. En conclusién, aunque hay un solo individuo de L. petersii (holotipo), este trabajo
soporta la revalidacion de L. petersii por Linares et al. (2021), debido a las diferencias en la forma
de las escamas cefalicas con respecto a las otras especies pertenecientes a este grupo (L. albirostris,
L. bondensis y L. caracasensis), pero de todas formas es necesario explorar la osteologia de este

ejemplar utilizando CT-Scans.

En conclusion, este trabajo representa el primer reporte del uso de puntos y semipuntos de
referencia para estudiar la forma de las escamas y del craneo en Scolecophidia. Ademas, se logra
identificar que la forma es un rasgo que permite diferenciar especies del genero Liotyphlops y
contribuye en la busqueda de evidencia o cuantificando rasgos fenotipicos previamente descritos
cualitativamente, especialmente en grupos con alta variacién fenotipica como lo son este grupo de

serpientes miniaturas.

Observaciones finales

Reconocemos y sugerimos la importancia de utilizar herramientas moleculares que den o no
soporte a estas especies, como también identificar relaciones filogenéticas y explorar hipotesis
biogeograficas; asi mismo incluir la morfologia hemipenial en este género que junto con técnicas

citogenéticas se puedan discutir hipotesis sobre aislamiento reproductivo entre estas especies.
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Tabla 1. Ubicacion de cada uno de los puntos y semipuntos de referencia en la vista dorsal de las
escamas cefalicas para cada uno de los individuos analizados (n=51).

Numero Ubicacion Tipo de punto
de referencia

1 Borde superior narina izquierda I

2 Borde superior narina derecha 1

3 Interseccién anterior escamas frontal y preocular superior izquierda |

4 Borde posterior de prefrontal izquierda en contacto con la rostral |

5 Borde posterior de prefrontal derecha en contacto con la rostral |

6 Interseccidn anterior escamas frontal y preocular superior derecha |

7 Interseccién posterior escamas frontal y preocular superior derecha |

8 Interseccidn posterior escamas frontal y preocular superior izquierda |

9 Centro de ojo izquierdo 1

10 Esquina superior escama ocular izquierda |

11 Esquina superior escama ocular derecha |

12 Centro de ojo derecho 1
13-32 Borde anterior entre narinas Curva
33-62 Escama rostral Curva
63-82 Borde posterior escama frontal Curva
83-97 Borde posterior escama prefrontal izquierda Curva
98-112 Borde posterior escama prefrontal derecha Curva
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Tabla 2. Ubicacion de cada uno de los puntos y semipuntos de referencia en la vista lateral de las
escamas cefalicas para cada uno de los individuos analizados (n=49).

NuUmero Ubicacién Tipo de
punto de
referencia

1 Borde superior entre escama frontal, prefrontal y preocular superior |

2 Comisura de la boca |

3 Esquina anterior de la narina |

4 Interseccion posterior de escamas nasales con borde anterior de la 2° supralabial I

5 Interseccidn superior de 2° supralabial |

6 Interseccion superior preocular inferior |

7 Interseccidn posteroinferior de preocular superior |

8 Interseccidn inferior preocular inferior |

9 Interseccion superior 3° supralabial |

10 Centro de ojo I

11 Interseccidn superior de 4° supralabial |

12 Borde posterior narina |
13-42 Borde anterior Curva
43 -62 Borde posterior hasta interseccion 2° supralabial Curva
63-77 Borde posterior preocular superior Curva
78 - 92 Borde posterior preocular inferior Curva
93-107  Borde posterior 3° supralabial Curva
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Tabla 3. Ubicacién de cada uno de los puntos y semipuntos de referencia en los modelos 3D del

craneo para cada uno de los individuos analizados (n=11).

Numero Hueso Ubicacién Tipo de
punto de
referencia
1 Frontal izquierdo Esquina anterior medial |
2 Frontal derecho Esquina anterior medial |
3 Frontal izquierdo Esquina posterior medial |
4 Frontal derecho Esquina posterior medial |
5 Supraoccipital Esquina anterior medial |
6 Supraoccipital Esquina izquierda |
7 Supraoccipital Esquina posterior medial |
8 Supraoccipital Esquina derecha |
9 Vomer Esquina anterior izquierda |
10 Vomer Esquina anterior derecha |
11 Vomer Esquina lateral izquierda |
12 Vomer Esquina lateral derecha |
13 Vomer Esquina posterior izquierda |
14 Vomer Esquina posterior derecha |
15 Nasal Esquina proceso posterior izquierda |
16 Frontal Esquina proceso anterior |
17 Frontal Esquina proceso posterior |
18 Otico-occipital Esquina proceso anterior |
19 Nasal Esquina proceso posterior derecho |
20 Frontal Esquina proceso anterior |
21 Frontal Equina proceso posterior |
22 Otico-occipital Esquina proceso anterior |
23 Otico-occipital Condilo posterior izquierdo I
24 Otico-occipital Condilo posterior derecho I
25-43 Otico-occipital Borde izquierdo Il
44 - 62 Otico-occipital Borde derecho i
63 - 87 Frontal Borde lateral izquierdo Il
88 -112 Frontal Borde lateral derecho i
113 - 143 Premaxila Borde superior Il
144 - 312 Rostral Superficie exterior 1l
313-481 Parietal izquierdo Superficie exterior I
482 - 650 Parietal derecho Superficie exterior i
651 - 819 Parabasisfenoide Superficie exterior I
820 - 900 Septomaxila derecha Superficie exterior i
901 - 981 Septomaxila izquierda Superficie exterior I
982 - 1006 Basioccipital Superficie exterior i
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Tabla 4. Ubicacion semipuntos de referencia en el hueso coronoides izquierdo (n=12)

Numero Hueso Ubicacién Tipo de punto de
referencia

1-88 Coronoides Borde dorsal 1
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Tabla 5. Valores de los estadisticos resultado del anélisis de varianza (Anova Procrustes) para los
modelos de forma y tamafio. Con un numero de permutaciones de 1000, minimos cuadrados
ordinarios como método de estimacién y 95% de confianza.

2D 3D

Modelo Vista dorsal (n=51) Vista lateral (n=49) Craneo (n=11) Coronoides (n=12)

F z P F z P F z P F z P

Forma  7.3788 4.5914 0.001 4.3287 3.6341 0.001 3.1854 2.6524 0.002 1523 1.1946 0.116

Tamafio  1.4786 0.7897 0.213 3.2217 1.7854 0.033 6.4089 2.1273 0.017 11.002 2.7211 0.004
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Tabla 6. Diferencias de forma por hueso entre las especies. Donde 0 = igual forma entre las
especies; 1= Diferente forma entre las otras especies

Hueso L. albirostris L. bondensis L. caracasensis
Nasal 1 1 1
Premaxila
Septomaxila
Bordes laterales del frontal
Parietales
Basisfenoide
Basioccipital
Borde posterior otico-occipital
Coronoides

=== =
R
=== R
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Figura 1. Puntos de referencia (puntos amarillos) y semipuntos de referencia (lineas rojas) en vista
dorsal (fila superior) y lateral (fila inferior). De izquierda a derecha: L. albirostris — MCZ 3971
(holotipo), L. bondensis armandoi — CPZ-UV 7288 (holotipo), L. caracasensis — MHNLS 514
(holotipo). Cuarta columna es la forma consenso de todos los individuos en sus respectivas vistas
dorsal y lateral. Escamas. F: frontal, NA: nasal anterior, NP: nasal posterior, PF: prefrontal, POI:
preocular inferior o segunda escama de la primera hilera vertical, POS: preorbital superior o tercera
escama de la primera hilera vertical, OC: ocular, R: rostral, S (1,2,3,4): supralabiales.

Figura 2. Analisis de componentes principales (PCA) de las coordenadas de Procrustes para la
forma de las escamas cefalicas en vista dorsal (columna izquierda; a, b y c) y lateral (columna
derecha; d, e y f). a-d. PC1 vs PC2, b-e. PC1 vs PC3, c-f. PC2 vs PC3.

Figura 3. Fotografia del holotipo de Liotyphlops petersii (NHM 1946.1.11.46) (columna izquierda)
en vista dorsal, lateral y ventral (arriba-abajo). Cortesia de Patrick Campbell (curador). Columna
izquierda la respectiva ilustracion para cada vista. Escamas. F: frontal, | (1,2,3): infralabiales, NA:
nasal anterior, NP: nasal posterior, PF: prefrontal, POI: preocular inferior o segunda escama de la
primera hilera vertical, POS: preorbital superior o tercera escama de la primera hilera vertical, OC:
ocular, R: rostral, S (1,2,3,4): supralabiales.

Figura 4. Deformaciones de la forma promedio de las escamas cefalicas en vista dorsal (a-d) y
vista lateral (e-h) de cada especie vs la forma consenso utilizando el método grafico vectores de
cambio. L. albirostris (a, e), L. bondensis (b, f), L. caracasensis (c, g) y L. petersii (d, h).

Figura 5. Distribucion de los tamarios del centroide por especie. a. Escamas en la vista dorsal; b.
Escamas en la vista lateral; c. Craneo y d. Hueso coronoides.

Figura 6. Analisis de componentes principales (PCA) de las coordenadas de Procrustes para la
forma del craneo (columna izquierda; a, b y ¢) y el coronoides (columna derecha; d, e y f). a-d.
PC1vs PC2, b-e. PC1 vs PC3, c-f. PC2 vs PC3.

Figura 7. Craneo de Liotyphlops bondensis (primera columna). Huesos. BO: basioccipital, , F:
frontal, N: nasal, OO: complejo otico-occipital, P: parietal, , PB: parabasisfenoide, PM: premaxila,
SM: septomaxila, SO: supraoccipital. Y seguido las deformaciones de la forma promedio de las
especies propuestas con respecto a la forma consenso (puntos negros) del craneo. L. albirostris (a-
e), L. bondensis (f-j), L. caracasensis (k-0). Vistas: dorsal (a, f, k); lateral (b, g, I); ventral (c, h,
m); posterior (d, i, n) y anterior (g, j, 0).

Figura 8. Mandibula inferior izquierda de Liotyphlops bondensis (columna izquierda), vista lateral
(superior) y vista interior (inferior). CO: hueso coronoides. Y seguido (columna derecha) las
deformaciones de la forma promedio del coronoides por especie con respecto a la forma consenso
(puntos negros). a. L. albirostris, b. L. bondensis, c. L. caracasensis.

Figura 9. llustracion del holotipo de L. caracasensis por Roze 1952 (superior) y su respectiva
fotografia (MLS 514) (inferior) en vista dorsal y lateral respectivamente. Escamas. F: frontal, NP:
nasal posterior, NA: nasal anterior, OC: ocular, PF: prefrontal, POS: preocular superior, R: rostral.
Fotografia cortesia de Fernando J.M Rojas Runjaic (curador).
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Figura 10. Especimenes catalogados como L. petersii. a. Vista dorsal y b. Lateral del individuo
QCAZ 3855 y c. Vista lateral del individuo SMNS 2515 con el nimero de escamas en la primera
hilera vertical de escamas. Escala solo para el individuo SMNS 2515. Cortesia de Omar Torres
Carvajal y Alexander Kupfer respectivamente (curadores).

Apéndice 1. Informacién asociada a cada especimen revisado en este trabajo.

Apéndice 2. Andlisis de componentes principales (PCA) de las coordenadas de Procrustes para la
forma de las escamas cefalicas en vista dorsal (columna izquierda; a, b y ¢) y lateral (columna
derecha; d, e y f). a-d. PC1 vs PC2, b-e. PC1 vs PC3, c-f. PC2 vs PC3. Sin Liotyphlops petersii.
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Numero
catalogo

Fuente de CT-

Codi
ocigo Observacion
scan

Especie Pais Estado Localidad Latitud  Longitud  Altura Nombre coleccién coleccién Imagen Comentario
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L_petersii
L_petersii
L_petersii

Panamd
Panamd
Panamd
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Colombia
Colombia
Colombia
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Cordoba
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Norte de Santander
Distrito Capital
Miranda
Miranda
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Guayas

Esmeraldas

Albrook AFB
Albrook AFB
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Sebucan, Los dos caminos, Caracas
Caracas

Guayaquil

Esmeraldas
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