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RESUMO

Na biologia a descricao da forma
dos organismos serve como base
para diversos estudos. Durante
muitos anos pesquisadores bus-
caram técnicas que permitissem
quantificar estatisticamente a va-
riacao de forma de organismos e/
ou estruturas até que na década
de 1980 houve o surgimento da
Morfometria Geométrica (MG),
técnica que permite analisar a
forma dos organismos ou de de-
terminada estrutura consideran-
do o espaco de forma geométri-
ca e usando métodos estatisticos
multivariados. As analises de MG
sao baseadas em conjuntos de

marcos anatomicos que carre-
gam informacoes de coordenadas
cartesianas indicando seu posi-
cionamento exato na estrutura
analisada. O conceito de tamanho
em MG é dado pelo tamanho do
centroide, definido como a quan-
tidade de dispersao dos marcos
anatomicos em torno do centro
de gravidade da configuracao
(centroide). Ja a forma é definida
como a propriedade geométrica
de um objeto que permanece apos
a retirada dos efeitos de localiza-
cao, escala e orientacao, que pode
ser realizada através da Analise
Generalizada de Procrustes. Para
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avaliar o uso da MG em estudos
de serpentes foi realizada uma
pesquisa bibliografica na qual fo-
ram levantados 55 artigos que uti-
lizam essa técnica no estudo do
grupo. O tema mais abordado é
a variacao morfoldgica associada
ao habitat (20% dos artigos), se-
guido por delimitacao de espécies
e variacao morfologica associada
a dieta (17% cada). A maior parte
desses trabalhos utiliza a morfo-
logia externa da cabeca como fon-
te de informacao (51%), seguida
pela osteologia craniana (30%).
Existe uma variedade de analises
estatisticas multivariadas utiliza-
das nos trabalhos dependendo do
objetivo. Contudo, cada vez mais
estudos que relacionam a morfo-
logia a fatores bioticos e/ou abi-
oticos buscam avaliar a relacao
desses caracteres em um contex-
to evolutivo através de métodos
filogenéticos comparativos, o que
configura uma técnica poderosa
para identificar associacoes e in-
ferir pressoes seletivas que gera-
ram a diversidade biologica. Com
essa pesquisa foi possivel obser-
var um numero crescente de es-
tudos de serpentes utilizando MG
e a partir dos resultados dos mes-
mos ha a amplificacao das possi-
bilidades de novas abordagens, o
que permitira uma melhor com-
preensao da evolucao, ecologia e
morfologia das serpentes.
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INTRODUCAO

esde os primoérdios da bio-

logia a descricao da morfo-

logia dos organismos serve
como base para estudos de classifica-
cao taxonomica e diversidade de espé-
cies, elevando a importancia da analise
da forma em diversos estudos biologi-
cos (Adams et al. 2013). No século XVI
o pintor e geOmetra Albrecht Diirer,
em seu livro “Vier Biicher von mens-
chlicher Proportion” (Quatro livros de
propor¢coes humanas, traducao livre)
de 1528, apresentou as primeiras ten-
tativas de caracterizar as diferentes for-
mas das estruturas do corpo humano
por meio de deformacoes dos desenhos
sobre uma grade sobreposta na qual
modificacoes do tamanho das linhas e
quadriculas causavam transformacoes
nas proporc¢oes das estruturas (Mon-
teiro & Reis 1999; Mitteroecker & Gunz
2009; Reyment 2010). No final do sé-
culo XIX o zodlogo D’Arcy W. Thomp-
son em seus estudos que culminaram
na publicacao da obra “On Growth and
Form” (Sobre o crescimento e a forma)
(Thompson 1917), retornou aos concei-
tos de linhas e quadriculas de Albrecht
Diirer, sendo esse estudo considerado
um marco para a exploracao da tema-
tica da morfometria (Bookstein 1991;
Marcus et al. 1996; Cohen 2004; Fornel
& Cordeiro-Estrela 2012). O método de
coordenadas proposto por Thompson
baseava-se em mapear a localizacao de
pontos homologos entre as diferentes
formas biologicas através da constru-
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cao de grades de deformacao, ilustran-
do como uma parte de um organismo
pode ser descrita através da distorcao
desta mesma parte em outro organis-
mo. Apesar da abordagem visualmente
atraente, ainda nao existia um arcabou-
co estatistico que permitisse estudar a
variacao da forma quantitativamente
(Thompson 1917; Marcus et al. 1996;
Monteiro & Reis 1999; Mitteroecker &
Gunz 2009; Fornel & Cordeiro-Estrela
2012).

Paralelamente, no final do século XIX,
com base nos trabalhos de Francis Gal-
ton, Walter Weldon e Karl Pearson,
deu-se inicio a formacao de uma es-
cola morfométrica (nomeada de Bio-
meétrica), com o intuito de estudar as
variacoes da forma biologica através
de correlacoes das distancias medidas
entre pontos localizados em estrutu-
ras biologicas (Reyment 1996, 2010).
Essas correlacoes e os conceitos es-
tatisticos utilizados por esses autores
tornaram-se a base da analise multi-
variada desenvolvida no século seguin-
te (Reyment 1996; Monteiro & Reis
1999). No inicio do século XX houve
uma transicdo de estudos puramente
descritivos para abordagens com uma
mudanca de enfoque, que utilizavam
a morfometria como uma ferramenta
para o “estudo quantitativo da varia-
cao das formas biologicas” (Bookstein
1996; Monteiro & Reis 1999; Adams
et al. 2013). Durante a década de 1930
desenvolveram-se andlises estatisticas

multivariadas que viriam a ser de suma
importancia para os avancos da mor-
fometria (Fisher 1936; Teissier 1938),
enquanto nas décadas de 1960 e 1970 a
escola biométrica passou a utilizar tais
ferramentas para descrever padroes de
variacao de forma dentro e entre gru-
pos (Adams et al. 2004; Mitteroecker
& Gunz 2009). Esse tipo de abordagem
recebeu 0 nome de morfometria mul-
tivariada ou morfometria tradicional
(MT) e consistia em aplicar analises es-
tatisticas multivariadas a conjuntos de
variaveis morfologicas (Jolicoeur 1959;
Jolicoeur & Mosimann 1960; Blackith
& Reyment 1971; Marcus 1990; Rey-
ment 1991; Adams et al. 2004; Mittero-
ecker & Gunz 2009).

Na MT sido utilizadas principalmente
variaveis lineares - como medidas de
distancias - e, em alguns casos, infor-
macoes de angulos e proporc¢oes (Rohlf
1990; Adams et al. 2004; Galan 2015).
Considerando que medicoes lineares
de distancia geralmente estao relacio-
nadas ao tamanho do elemento em es-
tudo (Bookstein et al. 1985; Adams et
al. 2004), houve um esfor¢co dos pes-
quisadores para desenvolver métodos
capazes de extrair variaveis de forma
sem a influéncia deste fator (Jolico-
eur 1959, 1963; Jolicoeur & Mosimann
1960; Mosimann 1970; Oxnard 1978;
Humphries et al. 1981; Rohlf & Books-
tein 1987; Bookstein 1989; Sundberg
1989; Jungers et al. 1995). Muitos mé-
todos foram propostos com este obje-
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tivo, porém com pouca concordancia
sobre qual seria o mais adequado, fato
este relevante porque métodos distin-
tos geralmente produzem resultados li-
geiramente diferentes (Sundberg 1989;
Adams et al. 2004). Outra caracteris-
tica da morfometria tradicional é que
o mesmo conjunto de medidas de dis-
tancia pode ser obtido em objetos com
formas diferentes, como por exemplo,
as medidas do comprimento e largura
maximos de uma forma oval e de uma
lagrima, onde ambos os objetos podem
ter os mesmos valores de altura e largu-
ra maxima, ainda que possuam formas
visivelmente diferentes (Adams et al.
2004). Além disso, em alguns casos a
medida pode nao representar caracte-
risticas comparaveis nos diferentes or-
ganismos (Fig. 1) (Zelditch et al. 2004;
Fornel & Cordeiro-Estrela 2012).

Paralelamente ao incremento da esco-
la biométrica houve o desenvolvimento
de uma escola geométrica. De maneira
contraria ao que ocorria na morfome-
tria tradicional, na escola geométrica fo-
ram desenvolvidos métodos capazes de
extrair informacoes relacionadas a ge-
ometria dos organismos, ainda que es-
tes ndo permitissem o estudo estatistico
da variacao de forma (Monteiro & Reis
1999). Durante a década de 1980 essa li-
mitacao foi superada simultaneamente
em diversos centros de pesquisa. Goo-
dall (1983), Kendall (1984) e Bookstein
(1984, 1989) propuseram um arcabou-
co estatistico para a analise de forma em
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um espaco multivariado e descreveram
as propriedades de um espaco de forma
que tornou possivel combinar métodos
estatisticos multivariados e métodos
para visualizacao direta da forma bio-
logica (Monteiro & Reis 1999; Adams
et al. 2004; Fornel & Cordeiro-Estrela
2012). Bookstein (1984) propos um mé-
todo geométrico para estudar diferencas
de forma através da descricao de um es-
paco multivariado para analises morfo-
métricas com configuracoes de marcos
anatomicos representadas por valores
de coordenadas cartesianas (Marcus et
al. 1996; Monteiro & Reis 1999; Fornel
& Cordeiro-Estrela 2012). Bookstein
(1986) sintetizou as técnicas desen-
volvidas por Goodall (1983) e Kendall
(1984) junto a suas proprias contri-
bui¢oes mostrando a convergéncia das
ideias sobre o espaco de forma (Montei-
ro & Reis 1999; Fornel & Cordeiro-Es-
trela 2012). Bookstein (1989) propoés o
método “thin plate spline” para analises
de deformacoes por meio da criacao de
um espaco de transformacoes geométri-
cas baseado nas diferencas nas posicoes
dos marcos anatémicos em um orga-
nismo em relacdo a uma configuracao
de marcos anatomicos de referéncia, o
que permitiu a construcao de grades de
transformacoes semelhantes aquelas de
Diirer e Thompson. Todas essas contri-
buigoes geraram a chamada “revolucao
na morfometria”, que corresponde ao
surgimento da Morfometria Geométri-
ca (MG), definida como “Fusao empiri-
ca da geometria com a biologia” e que
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analisa a forma dos organismos ou de
determinada estrutura considerando o
espaco geométrico e usando métodos
estatisticos multivariados (Bookstein
1982; Rohlf & Marcus 1993; Monteiro &
Reis 1999; Adams et al. 2004; Mittero-
ecker & Gunz 2009; Fornel & Cordeiro-
-Estrela 2012; Adams et al. 2013; Galan
2015).

Apesar da revolucao que ocorreu no fi-
nal da década de 1980, a MG ainda nao
era um método acessivel para a maior
parte dos pesquisadores (Monteiro &
Reis 1999). No final da década de 1980
e inicio da década de 1990 houve a re-
alizacao de workshops que resultaram
na publicacao dos volumes conhecidos

como “livro azul” (Proceedings of the
Michigan Morphometrics Workshop),
“livro preto” (Contributions to Mor-
phometrics) e “livro branco” (Advan-
ces in Morphometrics) (Rohlf & Books-
tein 1990; Marcus et al. 1993, 1996). A
década de 1990 representou um grande
avanco para o conhecimento e utiliza-
cao pratica das técnicas da MG (Mar-
cus et al. 1996; Monteiro & Reis 1999;
Adams et al. 2004; Galan 2015; Mc-
nulty & Vinyard 2015), sendo que atu-
almente existem programas gratuitos,
como o TPSRelw (Rohlf 2003), Mor-
phoJ (Klingemberg 2011), GeoMorph
(pacote para o programa R desenvolvi-
do por Adams et al. 2014), entre outros
que auxiliam nas analises de MG.

Figura 1. Exemplo de distintas medidas de largura da caixa craniana em Serpentes. A: Largura

do cranio obtida através das extremidades do processo pds-orbital de Thamnodynastes chaquen-

sis (MNRJ 21003). B: Largura do cranio tomada no local de maior largura de Sibon nebulatus

(MNRJ 18031).
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METODOLOGIA DA MOR-
FOMETRIA GEOMETRICA

Marcos Anatomicos

Como discutido anteriormente, o con-
junto de medidas lineares da morfome-
tria tradicional pode nao representar
caracteristicas comparaveis nos dife-
rentes organismos (Fig. 1A, B) (Zeldi-
tch et al. 2004). Uma proposta de so-
lucao para essa questao foi a definicao
de pontos cuja localizacao anatémica
fosse correspondente em todos os or-
ganismos da analise e, desta forma, as
medidas lineares pudessem ser toma-
das entre tais pontos, agora chamados
de marcos anatomicos (landmarks
em inglés) (Strauss & Bookstein 1982;
Bookstein et al. 1985; Zelditch et al.
2004).

A MG incorporou este conceito de mar-
cos anatémicos, que passaram a carre-
gar informacoes de coordenadas carte-
sianas indicando seu posicionamento
em determinada estrutura (Bookstein
1984). Os critérios para a escolha dos
marcos anatomicos representam um
passo delicado e muito importante nos
estudos de MG, portanto essa etapa
requer a experiéncia de um especia-
lista na morfologia da estrutura e/ou
dos taxons analisados (Bookstein 1991;
Monteiro & Reis 1999). Os marcos
anatomicos devem: (1) ser anatomica-
mente homoélogos segundo um critério
operacional, ou seja, devem apresentar
correspondéncia biolégica de suas po-
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sicoes entre os diferentes objetos; (2)
ser precisamente localizados e fornecer
informacOes comparaveis e replicaveis
em todos os espécimes; (3) represen-
tar a forma da estrutura de maneira
adequada; e (4) estar situados em um
mesmo plano anatémico, quando se
trata de analises em duas dimensoes
(2D) (Bookstein 1991; Monteiro & Reis
1999; Fornel & Cordeiro-Estrela 2012).

Bookstein (1991) classificou os marcos
anatomicos em trés tipos (Fig. 2): Tipo
I — justaposicao de tecidos (e.g. pontos
onde trés estruturas se encontram);
Tipo II — pontos de maxima curvatura
ou outros processos morfogenéticos lo-
cais (e.g. extremidades de processos e
vales de invaginacoes); Tipo III — pon-
tos extremos (e.g. relacionados a maior
distancia que pode ser medida em uma
estrutura). Em alguns casos as estru-
turas biologicas podem ser superficies
planas ou lisas, sendo dificil estabele-
cer marcos anatomicos dos tipos supra-
citados, ou esses marcos nao sao capa-
zes de capturar a forma a ser analisada.
Nesses casos, podem ser utilizados pon-
tos cuja localizacao é escolhida baseada
em outros critérios, como por exemplo
distribuidos uniformemente ao longo
do contorno e/ou superficie, que sao
conhecidos como pseudo-marcos ana-
tomicos ou semilandmarks (Bookstein
1991; Galan 2015; Dryden & Mardia
2016) (Fig. 3). Estes pontos podem ser
fixos ou méveis ao longo de linhas tan-
gentes a curva de contorno da estrutura
(Green 1996; Bookstein 1997).
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Figura 2. Classificacao dos marcos anatomicos. Quadrados Azuis: Tipo I — Justaposicao de teci-
dos; Circulos Vermelhos: Tipo II — pontos de maxima curvatura ou outros processos morfogené-
ticos locais; Triangulos Verdes: Tipo III — pontos extremos (sensu Bookstein, 1991).

Figura 3. Exemplo de marcacao de semilandmarks ou pseudo-marcos anatomicos. No caso de
semilandmarks méveis, no processo de superposicao estes pontos podem se mover ao longo de

linhas tangentes a curva de contorno da estrutura (linhas verdes).
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Forma e tamanho em MG

N3ao sao apenas os métodos para sepa-
rar variacao de tamanho e de forma que
apresentam limitagoes, mas o conceito
de tamanho e forma tem sido um dos
assuntos mais controversos da MT (Zel-
ditch et al. 2004), até porque ha uma
variedade de defini¢coes de tamanho
encontradas na literatura (Bookstein
1989). No entanto, para o desenvolvi-
mento da MG é importante que se ex-
plore a relacao entre forma e tamanho,
pois nao é possivel haver uma aborda-
gem matematica coerente oriunda de
um conceito indefinido (Zelditch et al.
2004; Fornel & Cordeiro-Estrela 2012).

Cabe ressaltar que forma (shape em in-
glés) e formato (form) possuem signi-
ficados diferentes no contexto da MG,
sendo formato definido como a soma
da forma e do tamanho (Monteiro &
Reis 1999; Fornel & Cordeiro-Estrela
2012; Galan 2015).

Tamanho em MG

Em MG o tamanho de um objeto é dado
pelo tamanho do centroide. O centroide
é definido como a coordenada do centro
gravitacional da forma, que correspon-
de a média das coordenadas de todos os
marcos anatomicos de um objeto (Klin-
genberg 2016). Seu valor € calculado a
partir da distancia entre cada marco
anatomico e o centroide (Zelditch et al.
2004) e, em seguida, calcula-se a raiz
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quadrada da soma dos quadrados des-
sas distancias (Bookstein 1991; Zelditch
et al. 2004; Fornel & Cordeiro-Estrela
2012; Kingenberg 2016). O tamanho
do centroide possui propriedades es-
tatisticas desejaveis para a MG, como
a independéncia conceitual ou teorica
em relacao as variaveis de forma (Zel-
ditch et al. 2004). Empiricamente, en-
tretanto, o tamanho do centroide pode
estar correlacionado a forma porque os
organismos maiores geralmente tém
formas diferentes dos organismos me-
nores, como quando ha presenca de
alometria (Zelditch et al. 2004; Fornel
& Cordeiro-Estrela 2012) — lembrando
que correlacao e dependéncia entre va-
ridveis sao conceitos distintos. O fato
de existir a independéncia entre essas
duas variaveis nao significa a perda de
informacao sobre a relacao entre elas,
o que ¢ facilmente avaliado através de
analises de Regressoes multivariadas
que buscam verificar a existéncia de
relacdo entre variaveis dependentes
(e.g. coordenadas de Procrustes — veja
abaixo) e uma ou mais variaveis inde-
pendentes (e.g. tamanho do centroide)
(Zelditch et al. 2004).

Forma em MG e Superposicao de
Procrustes

Em estudos de MG a forma pode ser
definida como a propriedade geométri-
ca de um objeto que permanece apoés a
retirada dos efeitos de localizacao, es-
cala e orientacio (através dos proces-
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sos de translacao, escalonamento e ro-
tacdo, respectivamente) (Kendall 1977;
Bookstein 1996; Zelditch et al. 2004;
Galan 2015). Isso significa que para
que seja possivel comparar as formas
de organismos ou estruturas utilizan-
do a MG, é necessario que estes efeitos
sejam retirados dos objetos através de
um processo chamado “superposicao”.

Existem varios métodos de superposi-
cao, sendo o mais difundido atualmen-
te o método de superposicao parcial de
Procrustes (Rohlf & Slice 1990; Slice
2001). Para exemplificar uma analise
comum deste método com duas con-
figuracoes de marcos anatomicos usa-
remos o cranio da serpente Liophis
miliaris (Linnaeus, 1758) (Fig. 4). Pri-
meiro as duas configuracoes em estudo
possuem localizacao, tamanho e orien-
tacdo diferentes (Fig. 4A). A variacao
na localizacao é removida através da
translacao, ou seja, o deslocamento das
configuracoes de marcos com a sobre-
posicao dos seus centros de gravidade.
Isso é obtido através da centralizacao
das coordenadas cartesianas dos cen-
troides das duas configuracoes na ori-
gem dos eixos de variacao (0,0) (Fig.
4B). Entretanto, as configuracoes cen-
tralizadas ainda diferem em escala (di-
ferencas de tamanho), sendo este efeito
retirado através da divisao de cada co-
ordenada das configuracoes pelo tama-
nho do respectivo centroide, o que leva
a homogeneizacao do tamanho do cen-
troide das configuracoes centralizadas
para o valor igual a 1,0 (escalonamen-

to) (Fig. 4C). Por fim, os objetos ainda
diferem na orientacao e sao rotaciona-
dos (processo de rotacdo) através do
método dos quadrados minimos para
se alinharem de maneira que a soma
dos quadrados das distancias entre os
marcos correspondentes seja a menor
possivel (Fig. 4D). Apés a execucao
destas trés etapas, as diferencas res-
tantes entre os marcos anatémicos das
duas configuracoes correspondem a di-
ferencas de forma. Ao final desse pro-
cesso sao obtidas as coordenadas dos
marcos anatomicos (agora chamadas
coordenadas de Procrustes), que serao
utilizadas para o célculo das distancias
de Procrustes. A distancia de Procrus-
tes é a principal medida de diferenca
de forma entre configuracoes de mar-
cos anatomicos, correspondendo a raiz
quadrada da soma dos quadrados das
distancias entre marcos corresponden-
tes apOs a superposicao de Procrustes
(Klingenberg 2020).

Em estudos biologicos normalmente
sao utilizadas mais de duas configura-
coes de marcos anatomicos, sendo ne-
cessario realizar o ajuste simultaneo de
todas as configuracoes através da Ana-
lise Generalizada de Procrustes (Rohlf
& Slice 1990). Assim como na analise
comum de superposicio, também ¢é
utilizado o ajuste por quadrados mini-
mos, porém de forma iterativa. Em um
primeiro momento todas as configura-
coes sao ajustadas a uma configuracao
alvo escolhida aleatoriamente (normal-
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mente a configuracdo do primeiro or-
ganismo da amostra). Posteriormente,
¢ gerada uma configuracao média e,
na proxima iteracao, todas as configu-
racoes serao ajustadas a essa configu-
racdo média. Em seguida, uma nova
configuracao média é calculada e o pro-
cedimento é repetido até que a confi-
guracao média gerada nao mude mais
(Rohlf & Slice 1990; Bookstein 1991;
Rohlf 1990; Galan 2015; Klingenberg
2020).

Existem duas maneiras equivalentes de
apresentar as informacoes de forma:
as ja citadas coordenadas de Procrus-
tes e os residuos de Procrustes, estes

correspondendo aos desvios das coor-
denadas de Procrustes em relacao as
coordenadas dos marcos anatomicos
correspondentes da configuracao mé-
dia (Klingenberg & McIntyre 1998; Zel-
ditch et al. 2004). Algumas maneiras
de facilitar a visualizacao das variacoes
de forma entre configuracoes sao atra-
vés dos vetores de deslocamento rela-
tivo dos marcos anatomicos (Fig. 5C)
(Fornel & Cordeiro-Estrela 2012); das
grades de deformacao (Zelditch et al.
2004) (Fig. 5D); das linhas de contor-
no (wireframes e outlines, Fig. 5E e F,
respectivamente) (Klingenberg 2013);
e, para superficies em trés dimensoes,
as proprias superficies escaneadas de-

Figura 4. Removendo os efeitos de diferencas na localizacao, escala e orientacao em analises de

MG. A: Configuracoes originais. B: Apos o processo de translacao. C: Apos o processo de escalo-

namento. D: ApoOs o processo de rotacao, permanecem apenas as diferencas de forma.
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formadas (Drake & Klingenberg 2010). perposicao de Procrustes uma série de
Linhas de contorno (outlines) e super- analises estatisticas multivariadas po-
ficies deformadas sdo criadas baseadas dem ser empregadas dependendo da
nas grades de deformacao da estrutu- natureza do estudo.

ra (Klingenberg 2013). A partir da su-

Figura 5. Diferentes formas de visualizacdo da variacao da forma em cranios de serpentes. A:
Posicao dos marcos anatémicos; B: Posicao dos marcos anatomicos em todos os espécimes da
analise apos superposicao de Procrustes — pontos azuis maiores representam localizacao média
de cada marco anatomico e pontos pretos menores representam localizacao dos marcos anatomi-
cos em cada espécime; C: Vetores de deslocamento relativo dos marcos anatémicos ap6s a Analise
de Componentes Principais (PCA) — pontos pretos representam a posicao média de cada marco
anatomico e vetores vermelhos representam o deslocamento daquele marco anatomico em rela-
cao a média em determinada escala do PC representado; D: Os mesmos vetores sobre grade de
deformacao; E: Linhas de contorno — Wireframe — Linhas cinzas representam a média de todos
os individuos e linha preta a forma em determinada escala do PC representado; F: Linhas de con-

torno — Outline — Linhas cinzas representam média e pretas forma em determinada escala do PC.
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MORFOMETRIA GEOME-
TRICA E SERPENTES

As serpentes atuais possuem um corpo pe-
culiar, em forma de tubo com uma cabeca,
cauda e auséncia de membros locomotores
(Lillywhite 2014). Os estudos envolvendo a
morfologia desse grupo tradicionalmente
sao baseados em descricoes de caracteres
externos, como folidose (contagem e for-
mato de escamas), caracteres morfomé-
tricos e de padrao de coloracao, além de
caracteres internos referentes a osteologia
(cranio e vértebras), morfologia de hemi-
pénis, musculatura e glandulas (Thorpe
1975; Zaher 1999; Passos & Fernandes
2008; Fernandes et al. 2010; Murta-Fon-
seca & Fernandes 2016; Souto et al. 2017).
Nos ultimos anos é possivel observar um
numero crescente de estudos de serpentes
utilizando MG como ferramenta. O méto-
do da MG vem sendo usado em diferen-

tes abordagens: relacionando morfologia
e habitos (Fabre et al. 2016; Klaczko et
al. 2016), dimorfismo sexual (Meik et al.
2012; Loebens et al. 2019; Murta-Fonseca
et al. 2019), ontogenia (Murta-Fonseca &
Fernandes 2016), delimitacao de espécies
(Andjelkovic et al. 2016), entre outros.

Através de pesquisa bibliografica foram le-
vantados 55 artigos na literatura que utili-
zam as técnicas da MG no estudo de Serpen-
tes. O levantamento foi realizado utilizando
palavras-chave (e.g. “Geometric Morpho-
metrics;” “Snakes Geometric Morphome-
trics”) pelo buscador Google Scholar, além
das referéncias contidas nos proprios arti-
gos levantados, e compreende o periodo en-
tre a década de 1980 até o momento atual.
Foi constatado que o inicio das publicacoes
se deu nos primeiros anos de 2000, sendo
que ha um aumento no namero de estudos
na segunda década (Fig. 6).
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Figura 6. Ntmero de artigos publicados utilizando MG em estudos de Serpentes por ano.
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Existe uma diversidade de temas que po-
dem ser abordados utilizando a MG como
ferramenta de estudo (Fig. 7A). O Apéndi-
ce I contém uma tabela com os principais
temas abordados por cada artigo. A area
mais abordada usando a MG e serpentes é
a variacao morfologica associada ao habi-
tat (presente em 20% dos artigos) (Manier
2004; Head et al. 2009; Yi & Norell 2015;
Esquerré & Keogh 2016; Fabre et al. 2016;
Segall et al. 2016; Allemand et al. 2017; Pal-
ci et al. 2017, 2018; Moshtaghie et al. 2018;
Da Silva et al. 2018; Silva et al. 2017; Segall
et al. 2019, Esquerré et al. 2020; Segall et
al. 2020); seguida por delimitacao de es-
pécies e variacao morfologica associada a
dieta (17% cada) (Delimitacdo de espécies -
Manier 2004; Gentilli et al. 2009; Moreno-
-Barajas et al. 2013; Magiacotti et al. 2014;
Showalter et al. 2014; Mezzasalma et al.
2015; Ruane 2015; Barbo et al. 2016; Davis
et al. 2016; Pokrant et al. 2016; Akman &
Gocomem 2019; Belgheiszadeh et al. 2019;
Keates et al. 2019. Dieta - Meik et al. 2012;
Smith 2014; Andjelkovic et al. 2016, 2017;
Fabre et al. 2016; Klaczko et al. 2016; San-
tos et al. 2017; Silva et al. 2018; Sherratt et
al. 2019; Rajabizadeh et al. 2020; Rhoda
et al. 2020; Segall et al. 2020; Cleuren et
al. 2021); dimorfismo sexual (15%) (Ma-
nier 2004; Smith & Collyer 2008; Meik et
al. 2012; Henao-Duque & Ceballos 2013;
Andjelkovic et al. 2016; Silva et al. 2017;
Tamaginini et al. 2018; Loebens et al.
2019; Murta-Fonseca et al. 2019; Abegg et
al. 2020; Lucchini et al. 2020); ontogenia
(8%) (Murta-Fonseca & Fernandes 2016;
Palci et al. 2016; Silva et al. 2017; Esquerré

et al. 2017; Abegg et al. 2020; Lucchini et
al. 2020); variacao morfologica intraespe-
cifica, estudos metodologicos com Serpen-
tes como modelo e alometria estatica (5%
cada) (Variacdao Intraespecifica - Smith &
Collyer 2008; Sarris et al. 2012; Showalter
et al. 2014; Lucchini et al. 2020. Metodo-
logia — Lawing & Polly 2010; Baum et al.
2014; Palci & Lee 2018; Souto et al. 2019.
Alometria estatica - Sarris et al. 2012; And-
jelkovic et al. 2016; Tamagnini et al. 2018;
Abegg et al. 2020); estudos sobre a origem
ecologica (4%) (Yi & Norell 2015; Palci et
al. 2017; Da Silva et al. 2018); evolucao da
forma do corpo (3%) (Head et al. 2009;
Head & Polly 2015); e estudo com espécies
que mimetizam serpentes (1%) (Hossie &
Sherratt 2014).

A maior parte desses estudos utiliza a mor-
fologia externa da cabeca como fonte de
informacao (51%), seguida pela osteologia
craniana (30%); vértebras (9%); orelha in-
terna (5%); forma do dente (3%) e um dos
estudos utilizou a forma da genitalia femi-
nina (2%) (Fig. 7B e Apéndice I). O grande
numero de estudos utilizando a morfologia
externa da cabeca pode estar associado a
uma maior facilidade de obtencao de ma-
terial nas colecoes, visto que as técnicas
mais utilizadas para acessar a morfologia
interna realizam procedimentos mais des-
trutivos. Por esses motivos, os curadores
de colecoes zoologicas podem ser restriti-
vos quanto ao uso de tais técnicas, especial-
mente no caso de material-tipo ou taxons
raros (Bell & Mead 2014; Souto et al. 2019).
Nesses casos, 0 uso do micro-CT scan pode
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ser a melhor alternativa, pois ¢ uma técnica
nao destrutiva e relativamente rapida (Ma-
chado et al. 2015), além de permitir a visu-
alizacao de estruturas internas. No entan-
to, o micro-CT ainda é caro na maioria dos
paises e, ocasionalmente, a visualizacao de
suturas e a delimitacdo dos ossos podem
ser afetadas devido a resolucao inadequa-
da do scanner ou ao tamanho da estrutura
(Souto et al. 2019).

Muitos dos estudos que utilizaram a mor-
fologia externa da cabeca como fonte de
informacdo consideraram, além do con-
torno, as regioes entre as escamas como
referéncia para a digitalizacdo dos mar-
cos anatomicos (Manier 2004; Smith &
Collyer 2008; Henao-Duque & Ceballos
2012; Meik et al. 2012; Moreno-Barajas
2013; Magiacotti et al. 2014; Mezzasalma
et al. 2015; Ruane 2015; Barbo et al. 2016;
Davis et al. 2016; Silva et al. 2017; Mosh-
taghie et al. 2018; Tamagnini et al. 2018;
Akman & Go¢men 2019; Keates et al. 2019;
Loebens et al. 2019; Abegg et al. 2020).
Isso pode estar associado a uma maior fa-
cilidade para a identificacao de pontos cor-
respondentes, principalmente dos tipos I e
IT (Bookstein 1991). A osteologia do cranio
aparece em segundo lugar nas estruturas
mais estudadas, provavelmente devido a
menor disponibilidade de material discuti-
da anteriormente. Entretanto, essa € uma
rica fonte de caracteres para estudos de
MG, permitindo a digitalizacao de marcos
anatémicos dos tipos I, II e III (Fig. 2) e
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consequentemente aumentando o grau de
precisao das analises, ja que esses tipos de
pontos sao capazes de capturar uma maior
quantidade de informacao de forma da es-
trutura de estudo (Bookstein 1991; Fornel
& Cordeiro-Estrela 2012).

Dentre as anélises exploratorias mais uti-
lizadas nestes estudos estao a Andlise de
Componentes Principais (PCA) e a Analise
de Variaveis Canénicas (CVA) (e.g. Manier
2004; Gentilli et al. 2009; Lawing & Polly
20009; Sarris et al. 2012; Moreno-Barajas
et al. 2013; Hossie & Sherratt 2014; Mezza-
salma et al. 2015; Ruane 2015; Yi & Norell
2015; Andjelkovic et al. 2016; Barbo et al.
2016; Fabre et al. 2016; Klaczko et al. 2016;
Silva et al. 2017; Esquerré et al. 2017; Palci
et al. 2017; Da Silva et al. 2018; Silva et al.
2018; Tamagnini et al. 2018; Akman & Go-
¢men 2019; Belgheiszadeh et al. 2019; Ke-
ates et al. 2019; Murta-Fonseca et al. 2019;
Abegg et al. 2020; Lucchini et al. 2020; Ra-
jabizadeh et al. 2020; Cleuren et al. 2021).
A PCA na MG ¢é utilizada para sumarizar as
descricoes de variacao entre individuos a
partir de uma série de variaveis represen-
tadas pelas coordenadas ou residuos de
Procrustes, enquanto a CVA é usada para
sumarizar descricoes de diferencas en-
tre grupos pré-estabelecidos. Além disso,
a PCA e a CVA geram graficos onde cada
configuracio de marcos anatomicos da
amostra sera representada por um ponto,
o que facilita a determinacao de possiveis
padroes de ordenacao nos dados (Montei-
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ro & Reis 1999; Zelditch et al. 2004; For-
nel & Cordeiro-Estrela 2012). A robustez
da CVA, assim como das analises discri-
minantes, pode ser verificada através de
testes de permutacao e validacao cruzada,
respectivamente (Monteiro & Reis, 1999;
Zelditch et al. 2004). Muitos trabalhos tes-
taram as diferencas entre grupos através de
Anélises de Variancia de Procrustes (ANO-
VA de Procrustes) ou Analise de Variancia
Multivariada (MANOVA) (e.g. Mangiacotti
et al. 2014; Showalter et al. 2014; Yi & No-
rell 2015; Andjelkovic et al. 2016; Davis et
al. 2016; Segall et al. 2016; Tamagnini et al.
2018, Cleuren et al. 2021). Outra possivel
abordagem utilizando analises de variancia
hierarquica nos trabalhos de MG é a avalia-
cao de erros na tomada de fotografias e na
digitalizacao dos marcos anatomicos (Klin-
genberg & McIntyre 1998; Klingenberg et
al. 2002; Klingenberg 2015; Murta-Fon-
seca & Fernandes 2016; Andjelkovic et al.
2017; Moshtaghie et al. 2018; Murta-Fon-
seca et al. 2019; Souto et al. 2019). Para isso
podem ser comparadas duas fotografias di-
ferentes do mesmo individuo e duas digita-
lizacoes distintas de marcos anatomicos da
mesma fotografia. Para que os resultados
obtidos em analises posteriores nao sejam
enviesados, as diferencas entre as fotogra-
fias do mesmo individuo e os marcos ana-
tomicos da mesma fotografia devem ser
menores do que as diferencas entre os in-
dividuos (Souto et al. 2019).

Outro tipo de analise muito utilizada, prin-
cipalmente em trabalhos de ontogenia e
alometria, sdo as analises de Regressao
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multivariada (Sarris et al. 2012; Andjelko-
vicet al. 2016; Murta-Fonseca & Fernandes
2016; Silva et al. 2017; Esquerré et al. 2017;
Abegg et al. 2020; Lucchini et al. 2020;
Cleuren et al. 2021). Essas analises buscam
verificar se existe relacdo entre variaveis
dependentes e uma variavel independente.
Neste caso as variaveis dependentes repre-
sentam a forma e sao relativas aos escores
da regressao, refletindo uma direcao ou ve-
tor das coordenadas de Procrustes que esta
relacionado ao tamanho do centréide (ou
log do tamanho do centroide). A variavel
independente é o tamanho, representado
justamente pelo tamanho do centroéide ou
log do tamanho do centroéide (Klingenberg
2016; Murta-Fonseca & Fernandes 2016).

Finalmente, os resultados de estudos de
MG também servem para avaliar a correla-
cao de caracteres em um contexto evoluti-
vo. Esse tipo de abordagem pode ser usado,
por exemplo, em estudos que relacionam a
morfologia a habitos (e.g. uso do habitat)
e/ou dieta (Klaczko et al. 2016; Esquerré
et al. 2017; Da Silva et al. 2018; Sherrat et
al. 2019; Segall et al. 2020; Cleuren et al.
2021). Em biologia, estudos que compa-
ram caracteristicas morfologicas e ambien-
tais, aliados a hipoteses de relacionamento
filogenético avaliados através de métodos
filogenéticos comparativos, configuram
uma técnica poderosa para identificar as-
sociacoes e inferir pressoes seletivas que
geraram a diversidade biologica (Pizzato
et al. 2007). Desta forma, estudar comple-
x0s morfologicos em grupos monofiléticos
de serpentes permite que as relagoes entre
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morfologia e habitos sejam avaliadas sob
um contexto evolutivo (Martins et al. 2001;
Pizzatto et al. 2007).

PERSPECTIVAS FUTURAS

Como pode ser notado, o nimero de estu-
dos de serpentes utilizando MG vem au-
mentando ao longo dos dltimos anos e a
partir dos resultados oferecidos pelos mes-
mos € possivel observar uma amplificacao
das possibilidades de novas abordagens.
Os avancos tecnologicos e de conhecimen-
to estdao viabilizando o desenvolvimento
de novos programas computacionais e a
elaboracdo de analises que nos permitem
fazer perguntas cada vez mais complexas e
levar em conta um niimero cada vez maior
de variaveis. Com tantas perspectivas, po-
demos dizer que ha espaco para diversos
pesquisadores explorarem as diferentes
vertentes proporcionadas pela MG de ma-
neira colaborativa e a soma de todos esses
estudos permitira uma melhor compreen-
sao da evolucao, ecologia e morfologia das
serpentes. Como primeiro passo para deli-
mitacao de um estudo de MG com serpen-
tes, pode-se considerar grupos e comple-
xos morfologicos ainda pouco explorados.
Em relacao aos grupos, algumas familias
de serpentes foram muito mais estudadas
que outras e quando pensamos em taxons
menos inclusivos - como tribos, géneros e
espécies — a caréncia de estudos e as pos-
sibilidades de abordagens utilizando MG
aumentam consideravelmente. Em rela-
cao aos complexos morfologicos, podemos
observar que ainda ha uma grande carén-

cia de estudos que abordem a morfologia
poés-craniana e a morfologia interna de
maneira geral. Em suma, cada estudo nos
traz uma peca de um quebra-cabeca que
ainda esta longe de ser totalmente monta-
do e, mesmo que um trabalho tenha um es-
copo bastante especifico, na visao geral ele
pode trazer justamente a peca que faltava
para nos permitir avancar cada vez mais
na compreensao deste grande e complexo
grupo de animais.
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Apéndice I: Tabela com trabalhos publicados que utilizaram as técnicas da MG no
estudo de Serpentes, separados por ano de publicacao, temas abordados e estrutura

utilizada.
Autor Ano Tema Estrutura
Manier 2004 e Delimitacao de espécies; Morfologia externa
e Dimorfismo sexual; da cabeca
e Morfologia e habitat
Smith & Collyer 2008 e Dimorfismo sexual; Morfologia externa
e Variacao morfoldgica in- da cabeca
traespecifica
Gentilli et al. 2009 e Delimitacdo de espécies Crénio
Head et al. 2009 e Evolucao da forma do corpo;  Vértebras
e Morfologia e habitat
Lawing & Polly 2010 e Metodologia MG Vértebras
Sarris et al. 2012 e Alometria estatica; Vértebras
e Variacao morfoldgica in
traespecifica
Meik et al. 2012 e Dimorfismo sexual; Morfologia externa
e Morfologia e dieta da cabeca
Henao-Duque 2013 e Dimorfismos sexual Morfologia externa
& Ceballos da cabega
Moreno- 2013 e Delimitacao de espécies Morfologia externa
Barajas et al. da cabeca
Baum et al. 2014 e Metodologia MG Cranio
Hossie & 2014 e Mimetismo Morfologia externa
Sherratt da cabeca
Mangiacotti et al. 2014 e Delimitacdo de espécies Morfologia externa
da cabeca
Showalter et al. 2014 e Delimitacao de espécies; Genitalia feminina
e Variacao morfoldgica in
traespecifica
Smith 2014 e Morfologia e dieta Morfologia externa
da cabeca
Head & Polly 2015 e Evolucao da forma Vértebras

do corpo
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2015

2015
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2016

2016

2016

2016

2016

2016

2016

2016
2016

2016
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2017

2017

2017

Delimitacdo de espécies

Delimitacao de espécies

Morfologia e habitat;
Origem de Serpentes

Alometria estéatica;
Dimorfismo sexual,;
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Delimitacao de espécies

Delimitacao de espécies

Morfologia e habitat

Morfologia e dieta;
Morfologia e habitat

Morfologia e dieta

Ontogenia

Ontogenia
Delimitacao de espécies

Morfologia e uso do habitat

Morfologia e dieta

Morfologia e uso do habitat

Morfologia e dieta

Dimorfismo sexual,;
Ontogenia

Morfologia externa
da cabeca

Morfologia externa
da cabeca

Ouvido interno

Cranio

Morfologia externa
da cabeca

Morfologia externa
da cabeca

Morfologia externa
da cabeca

Morfologia externa
da cabeca

Cranio

Cranio

Cranio
Vértebras

Morfologia externa
da cabeca

Cranio

Cranio

Cranio

Morfologia externa
da cabeca
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