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RESUMO

Mudangas no ambiente podem alterar as pressdes de selecdo sobre as espécies,
causando diferentes tipos de reposta tanto no nivel da comunidade quanto no nivel
populacional, levando a uma diversidade de consequéncias para a sobrevivéncia dos
individuos. A dindmica da comunidade, interagdes entre as espécies, os padrdes de
ocupacdo do espago, o comportamento de forrageamento ou as proprias caracteristicas
morfologicas dos individuos podem ser alvo de mudanga perante ditas modificacdes nas
condi¢des ambientais. Neste cendrio, a variacdo morfologica pode aumentar a capacidade
da espécie para ocupar uma variedade de habitats, persistir em ambientes incertos e
estabilizar as suas interacdes com outras espécies cuja incidéncia e numeros mudam ao
longo do tempo e espaco. Examinamos assim, a variacdo morfologica em populacdes de
Eulaema nigrita, uma espécie de abelha de ampla distribui¢ao, que habita ambientes abertos,
climaticamente extremos ou imprevisiveis € polinizadora de dezenas de espécies de plantas,
coletadas em 13 localidades do Nordeste de Brasil, buscando entender como elas
respondem as diferentes condigdes ambientais. Encontramos que as populacdes de E.
nigrita avaliadas apresentaram grande variacdo morfoldgica tanto dentro das
populagdes quanto entre elas (as populagdes variaram significativamente entre os
locais) e que a sazonalidade tanto da temperatura quanto da precipitagdo foram as
varidveis mais importantes para entender dita variagdo nos diferentes atributos morfoldgicos
medidos. Contudo, nem todos os atributos morfologicos definidos variaram de igual forma
e em resposta as mesmas varidveis nas mesmas escalas. Assim, os resultados apresentados
fornecem evidéncias empiricas de como a variagdo morfologica ¢ fundamental para
entender as respostas das espécies aos ambientes, suas variagdes na disponibilidade de
recursos, condi¢des limitantes e a importancia da variagdo morfoldgica na adaptagdo dos
individuos a ambientes heterogéneos, tanto espacial quanto temporalmente, atenuando as
flutuagdes sazonais e os efeitos potenciais que as mudangas climaticas podem ter sobre as

comunidades de polinizadores nos servigos ecossistémicos que eles fornecem.

Palavras-chave: Ecomorfologia. Variacdo morfologica. Abelha das orquideas. Morfometria

Geométrica. Otimos sazonais. Efeito portfélio.



RESUMEN

Cambios en el ambiente pueden alterar las presiones de seleccion sobre las especies,
causando diferentes tipos de respuesta tanto en el nivel de la comunidad cuanto en el nivel
poblacional, llevando a una diversidad de consecuencias para la sobrevivencia de los
individuos. La dinamica de las comunidades, las interacciones entre las especies, los patrones
de ocupacion del espacio, el comportamiento de forrajeo o las propias caracteristicas
morfologicas de los individuos pueden ser objeto de cambio ante dichas modificaciones
en las condiciones ambientales. En este escenario, la variacion morfoldgica puede aumentar
la capacidad de la especie para ocupar una variedad de habitats, persistir en ambientes
inciertos y estabilizar sus interacciones con otras especies cuya incidencia y nimeros cambian
a lo largo del tiempo y el espacio. En el presente estudio se analiz6 la variacion morfoldgica
em diferentes poblaciones de Eulaema nigrita, una especie de abeja de amplia
distribucion, que habita ambientes abiertos, climaticamente extremos o imprevisibles y
polinizadora de decenas de especies de plantas, colectadas em el nordeste de Brasil, buscando
entender como ellas responden a las diferentes condiciones ambientales. Se encontré que las
poblaciones de E. nigrita evaluadas presentaron gran variacion morfologica tanto dentro de las
poblaciones como entre ellas (las poblaciones variaron significativamente entre los locales) y
que la estacionalidad tanto de la temperatura cuanto de la precipitaciéon fueron las variables
mas importantes para entender dicha variacion en los diferentes atributos morfologicos
medidos. Sin embargo, no todos los atributos morfolégicos definidos variaron de igual
forma y en respuesta a las mismas variables en las mismas escalas. Concluimos que
los resultados presentados proporcionan evidencias empiricas de como la variacion
morfologica es fundamental para entender las respuestas de las especies a los ambientes, sus
variaciones en la disponibilidad de recursos, condiciones limitantes y la importancia de la
variacion morfoldgica en la adaptacion de los individuos a ambientes heterogéneos, tanto
espacial como temporalmente, atenuando las fluctuaciones estacionales y los efectos
potenciales que los cambios climaticos pueden tener sobre las comunidades de polinizadores

en los servicios ecosistémicos que ellos proveen.

Palabras llave: Ecomorfologia. Variacion morfoldgica. Abeja de las orquideas. Morfometria

geométrica. Optimos sazonales. Efecto portaflio.
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1 INTRODUCAO

Grande parte da teoria bioldgica e da compreensdo dos sistemas ecoldgicos tem sido baseada
em relagdes causais e deterministicas sobre o funcionamento dos sistemas. Desde o inicio do
século XX, os ecologos tém partido do pressuposto ontologico (que guiou a ciéncia desde
Bacon e Descartes) de que o objeto se define a partir das partes que o compdem, de forma que
¢ suficiente examinar a funcdo das partes para entender a totalidade, i.e., a soma das partes.
Para os sistemas definidos desde esta perspectiva, o meio € passivo e simplesmente impde
obstaculos aos organismos, e os sistemas sdo entdo divididos em partes, ao invés de serem
considerados como totalidades. O resultado € uma concepgao ontologica que pressupoe que os
organismos ndo podem mudar o meio, que ele ¢ fixo e que a evolugdo ¢ uma confirmacao do
status quo em um universo estatico (LEVINS & LEWONTIN 1985). Esta abordagem
deterministica que viu seu apogeu durante e apos a Segunda Guerra Mundial, comegou a
ganhar grandes criticas com o avango de estudos que mostraram a natureza dinamica e nao
necessariamente linear dos sistemas naturais a meados do século XX (KEINRAD 2004).

Nao ¢ demais dizer que tais estudos mudaram a concepgao do pensamento biologico. Para
eles, os sistemas biologicos, embora permanegam em estados estaveis, dado que esta ¢ uma
condicdo essencial para o desenvolvimento do ser vivo como tal, também podem
experimentar mudancas espontineas, que os levam a adotar estados com caracteristicas
diferentes dependendo das condi¢des do médio (KEINRAD 2004). Dessa forma, eles passam
por transi¢cdes de fase, fendmenos comuns nos quais os sistemas passam por uma mudanca
abrupta em suas propriedades qualitativas, uma vez que um parametro relevante para o
sistema cruza um valor critico (CAMAZINE 2003). Essas variacdes ndo ocorrem em todas as
dire¢des, apenas naquelas que as dindmicas locais e globais permitem (KEINRAD 2004), pois
sdo elas que finalmente regulam e controlam os sistemas. Desta forma colocou-se a énfase nas
interacdes possiveis entre o ambiente € os organismos em todas as escalas, levando a uma
mudanca nos pressupostos historicamente constituidos na teoria bioldgica.

Talvez o exemplo mais importante seja 0 do DNA, molécula considerada a unidade
ontologica Unica e basica da vida, porém que nas ultimas décadas, com o descobrimento da
possibilidade de que a relacdo genotipo-fenotipo possa ndo ser deterministica, estatica e
direcionada, sendo que os estados observados assim como qualquer outra dindmica dos

sistemas biologicos pode responder de diferentes formas, dependendo de variagdes no



ambiente como fonte estimuladora de cambio, e que um leque de combinacdes ¢ possivel em
razdo das diversas interacdes, suas histérias, magnitudes e dire¢des, ndo se limitando a
compreensdo das possiveis mutacdes e eventos aleatorios. A compreensdo da importancia da
interacao do gendtipo com ambiente e as consequéncias sobre o fenotipo, tem significado uma
mudanga grande para o desenvolvimento das pesquisas bioldgicas nas diversas areas, entre
elas a Ecologia.

Em resposta ao meio, as espécies podem expressar mudangas em seu fenotipo que
incluem ajustes muito finos em seu desenvolvimento, morfologia e fisiologia, ¢ que podem
aumentar a sobrevivéncia e persisténcia em novos cenarios ambientais (VALLADARES et al.
2000). No nivel populacional, a variagdo nas caracteristicas morfologicas pode permitir a
colonizagdo e estabelecimento em vérios habitats, alterando assim a amplitude ecologica de
uma espécie (PIGLIUCCI 2001; SULTAN 2003). Pode fornecer ainda uma resposta inicial
rdpida as alteragdes ambientais, atuando como um ponto de partida para a mudanca
evolucionaria subsequente (GHALAMBOR et al. 2007). Por estas razdes, existe um crescente
interesse em se compreender a prevaléncia e importancia da varia¢ao fenotipica/morfologica
de espécies assim como as causas € processos subjacentes, principalmente num cenario de
mudancas climaticas.

Entretanto, uma limitacdo que se apresenta para os tedricos ¢ a escassez de dados
empiricos sobre as causas, padrdes e consequéncias da variagdo ecoldgica dentro da
populagdao (BOLNICK et al. 2011). A maioria dos estudos empiricos de variagao ecologica
entre individuos simplesmente testa a hipotese nula de que individuos sdo idénticos, mas nao
quantificam ou analisam a magnitude da variagdo (DELLICOUR et al. 2017). Se o ambiente
influencia o ser vivo em todos seus niveis, entdo ¢ indispensavel entender como o ambiente se
vincula com as caracteristicas dos seres vivos tais como a morfologia.

Nesse sentido, sabemos que varidveis bidticas e abidticas multiplas controlam a
diversidade, composicao e flutuagdes temporais das comunidades de insetos (CARIVEAU &
WINFREE 2015). Mas ainda o conhecimento ¢ nebuloso em relacdo a como isto afeta a
variagdo nos diversos atributos morfologicos e as fungdes que estes desempenham.

Neste cendrio situa-se o presente trabalho, o qual ¢ composto por trés partes: 1) uma
fundamentagdo tedrica que aborda questdes tanto epistemoldgicas (na primeira parte) quanto
metodoldgicas (na segunda parte) sobre o estudo da morfologia num contexto essencialmente

teorico para além do ecologico; (i1) por um artigo a ser submetido ao periddico Apidologie,
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produto da pesquisa realizada no transcurso do mestrado. A pesquisa teve como objetivo
avaliar a variacdo morfologica de populagdes Eulaema nigrita Lepeletier (Hymenoptera,
Apidae, Euglossina) em diferentes localidades do Nordeste de Brasil, buscando entender
como elas respondem as diferentes condi¢des ambientais, verificando assim a existéncia de
estruturacdo ambiental da variacdo de diferentes atributos morfoldgicos; e finalmente, (iii) as
consideragdes finais, que neste trabalho visam de forma sintética enfatizar o papel da pesquisa

cientifica no contexto académico-cientifico e histdrico-social em que se situa.



11

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 TRANSITOS EPISTEMOLOGICOS: ALGUMAS QUESTOES SOBRE
MORFOLOGIA, FUNCAO E AMBIENTE.

Existe um compromisso inerente a praxis cientifica que advém da necessidade de entender
(definir e delimitar) o objeto de estudo que pretendemos analisar. A tarefa de definir nosso
objeto ndo implica unicamente na sua delimitagcdo num campo disciplinar especifico, sendo
que passa pelo seu reconhecimento tedrico enquanto corpo de conhecimento. Na biologia, a
forma dos organismos aparece como um dos temas investigados ha mais tempo (FORNEL &
CORNEIRO 2012), e portanto um tema que tem gerado grandes debates desde entdo. A forma
como ramo especifico de estudo, porém, surgiu s6 no século XVIII, quando o poeta e
naturalista alemdo Johan von Goethe, definiu a “morfologia” como o estudo das formas
organicas (FORNEL & CORNEIRO 2012). Definir morfologia para além do etimolodgico, e
interpreta-la além de tal ponto, no entanto, ndo ¢ uma tarefa tdo simples, uma vez que sua
defini¢do pode variar dependendo do contexto, principalmente quando se considera o
crescente interesse em estudos morfologicos ao longo das ultimas décadas, onde uma
diversidade de abordagens foi desenvolvida sob uma variedade de tdpicos. Nesse sentido,
Bock (1994) ja chamava a atencdo a necessidade de se identificar e definir essas abordagens e
tipos de explicagdes em morfologia, de forma a se evitar o caos em forma de argumentos,
tipos de testes contra observagdes empiricas e extrapolacdo de resultados e conclusdes.

Nesse sentido, nas secdes seguintes pretende-se definir e contextualizar a abordagem
adotada na presente pesquisa de forma critica, para assim contribuir nesse transito
epistemologico intrinseco a realidade das pesquisas biologicas atuais que envolvem o estudo

da morfologia num contexto inerentemente ecoldgico.

2.1.1 Estruturas morfologicas e a ideia de funcio em biologia

Os seres vivos sao como tudo o que existe no Universo: matéria e energia organizadas de uma
maneira especifica, de um modo que nos define como tal. A vida pode ser entendida como
uma propriedade emergente da organizacdo da matéria e dos processos energéticos intrinsecos

a ela. O que a distingue de todos os outros sistemas que podem ser definidos sdo os processos
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de dissipacdo-conducdo desses dois componentes que ocorrem entre oS seres vivos € entre
eles e o ambiente em que se encontram (PERUNOV et al. 2014). Assim, um ser vivo podemos
entendé-lo como um sistema de dupla ordem: estrutural e funcional, estatico e dinamico, que
ocupa um lugar no espago e no tempo (VALVERDE et al. 2015).

A organizagdo estrutural ¢ fundamental para entender as caracteristicas dos sistemas
bioldgicos. Dependendo da organizacdo da matéria no espaco, os processos energéticos serao
mais ou menos estaveis e eficientes, impondo restrigdes ao sistema ¢ as fungdes que ele
desempenha. Assim, embora os sistemas bioldgicos ndo possam alterar as propriedades fisico-
quimicas da matéria e energia dentro das restrigdes mencionadas, as estruturas biologicas
podem seguir um amplo espectro de op¢des, mais ou menos robustas € constantes, mais ou
menos flexiveis ou adaptativas (DECHNIK 2014).

Definir a estrutura morfoldgica passa em grande parte por definir os limites e a escala de
analise. A morfologia pode ser entendida como um processo espacial, onde a matéria ¢
organizada com base em regras e relagdes energéticas especificas que definem os sistemas
biologicos (KEINRAD 2004). Elas sdo influenciadas por fatores genéticos, funcionais,
ambientais e comportamentais (WAINWRIGHT 1991), que fazem delas tnicas e concretas.
Porém, isto ndo significa que elas sejam estaticas e imutaveis, a morfologia assim como
qualquer outro elemento dos sistemas biologicos, responde a processos e dindmicas
temporais. Portanto ela é objeto de evolucdo e pode variar dependendo dos diferentes
mecanismos que atuam em relagdo ao contexto do qual faz parte.

Embora as estruturas sejam as constituintes concretas de um ser vivo, elas ndo seriam per
se se ndo realizassem alguma funcdo. Fun¢do em um sentido estrito pode ser definida como a
atividade ou conjunto de atividades que podem realizar um ou varios elementos de uma vez,
de forma complementar, a fim de atingir um objetivo (IRSCHICK & HENNINGSEN 2009),
ou entdo como todas as propriedades fisicas e quimicas que surgem das estruturas em todos os
niveis de organizacao (BOCK 1994).

Diferentes estruturas morfoldgicas podem ter a mesma propriedade funcional, assim como
as propriedades funcionais dos organismos podem ser consequéncia do acoplamento de varias
estruturas concretas subjacentes (WAINWRIGHT 2007). Esta caracteristica onipresente da
estruturacdo dos organismos resulta em variagdes entre as estruturas morfologicas que sdo
neutras em relagdo a propriedade funcional, e as constituem como sistemas complexos no

tamanho, na forma e nas suas propriedades funcionais que caracterizam o desempenho e
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sobrevivéncia dos organismos, além de revelar uma série de dindmicas evolutivas
(HELMUTH et al. 2005).

Esses e outros fatores podem tornar dificil determinar completamente a base da natureza
morfofuncional, j& que muitas caracteristicas de desempenho dependem da situacdo. No
entanto, as propriedades funcionais sdo propriedades emergentes da ‘“construcdo” do
organismo (WAINWRIGHT 2007), representando o resultado final dos atributos
morfoldgicos, fisiolégicos e comportamentais dos mesmos (IRSCHICK & HENNINGSEN
2009). Ao final, as explicacdes para selecdo natural ndo justificam necessariamente
atribuicdes funcionais, elas explicam a configuracdo de uma determinada estrutura em virtude
de consideragdes que incluem referéncias ao desempenho funcional dessa estrutura, mas nao
exclusivamente (CAPONI 2013). A associagdo entre morfologia e fungdo € indissociavel, mas
ndo concreta e deterministica no espago-tempo.

Esta complexidade da relagdo entre morfologia e funcdo inerente a natureza do estudo dos
sistemas bioldgicos, tem sido protagonista de um intenso debate, principalmente num
contexto ecologico-evolucionista. No geral, existem duas correntes que tentam definir esta
questdo. Por um lado, hd aqueles que defendem que a morfologia existe e persiste porque
desempenha uma funcdo, e que a fun¢do ¢, por sua vez, uma consequéncia da morfologia
existente (WRIGHT 1973), colocando a Sele¢do Natural como unica fonte estruturadora e
como unica promotora de novidades evolutivas (NUNES-NETO & EL-HANI 2009), e, por
outro lado, temos a abordagem de analise funcional de Cummins (CUMMINS 2002), que
entende a funcdo em um contexto sist€émico, colocando que os atributos ndo existem por causa
de suas fungdes, pelo contrario, os processos que produzem a morfologia sdo "insensiveis" a
funcdo, definindo assim a fun¢do em termos das capacidades das partes dos componentes
(CUMMINS 2002).

Ambas abordagens constituem os extremos epistemologicos na histéria recente dos
estudos que envolvem questdes morfofuncionais, e além das criticas que cada abordagem
pode ter, ambas, assim como muitas outras propostas, sdo usadas hoje em dia. Esse argumento
¢ suficiente para destacar a necessidade de aceitar o pluralismo como preceito no que tange as
teorias sobre andlise funcional e a propria entidade funcional. Tal afirmag¢do deve-se
principalmente ao fato de que a funcdo ndo deixa de ser o efeito ou fenomeno que entendemos
em virtude de suas consequéncias em cada caso de explicagio (CAPONI 2010), entdo o

contexto em que as explicacoes sao desenvolvidas desempenha um papel fundamental. Como
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Ponce coloca (PONCE 1987 apud CAPONI 2010, NUNES-NETO & EL-HANI 2009) “a
relacdo entre os fins e as entidades funcionais deve ser baseada nas necessidades de
conhecimento e inteligibilidade”, de modo que "fim" e "entidade funcional” desempenham

um papel em virtude de sua posicao dentro de um argumento explicativo.

2.1.2 Influéncia do ambiente na morfologia

Ao longo da histéria da biologia encontramos um debate recorrente em relacdo a quais
processos determinam com maior vigor as caracteristicas dos seres vivos. Do neolamarckismo
que concebia a possibilidade de que os organismos herdassem de uma gera¢do para outra
caracteristicas adquiridas durante seu proprio ciclo de vida, sendo a variacdo nas
caracteristicas das estruturas produto direto da influéncia do ambiente, a sintese moderna e o
concomitante determinismo cientifico, onde se mantém como foco a causalidade linear que
implica uma visao determinista do fendtipo, o paradigma hegemonico em torno do estudo dos
seres vivos foi mudando com o avango do conhecimento. Na segunda metade do século XX
perante uma “demanda epistemoldgica” que se faz necessaria com o avango das pesquisas,
onde fica evidente a relacdo complexa existente entre genes e fendtipo, comegam a aparecer
novas abordagens. Tais abordagens sustentam que a atividade dos organismos tem um efeito
sobre o ambiente em que eles existem em virtude da suas carateristicas estruturais,
comportamentais ¢ seu metabolismo, permitindo-lhes modificar as condigdes em que vivem,
alterando assim, parte das pressdes de selecdo que enfrentam, ao mesmo tempo que o
ambiente exerce uma influéncia sobre a regulacdo génica que ¢€ restritiva de um lado e criativa
pelo outro, pois abre possibilidades para o surgimento de novas variantes fenotipicas em
diferentes contextos de desenvolvimento. Sob esta perspectiva que entende a relacdo entre
genes-ambiente-fendtipo, desenvolvem-se uma série de pesquisas nas diversas areas da
Biologia, que ajudam a entender no seu conjunto as caracteristicas dos seres vivos.

Em suma, considera-se que a sobrevivéncia dos individuos passa por exercer certas
funcoes basicas (FERRY-GRAHAM et al. 2002). O desempenho de tais fungdes depende de
(1) condigdes fisicas adequadas (temperatura, umidade, pH, radiagdo, etc.), (ii) caracteristicas
morfoldgicas que tornam possivel manter o sistema estavel dadas as condigdes existentes, e
(iii) da disponibilidade de recursos. Em termos de condig¢des fisicas, o desempenho de um

individuo ocorre dentro de um intervalo especifico dentro do gradiente ambiental (VIOLLE et
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al. 2007), tendendo a apresentar uma distribuicdo ndo homogénea do desempenho das
atividades em relagdo aos valores das variaveis concebidas. Nesse sentido, a grande maioria
das espécies apresentam um 6timo de funcionamento numa faixa especifica de tolerancia.

A morfologia neste contexto desempenha um papel fundamental, uma vez que ¢ a conexao
direta com o ambiente (todos os componentes externos ao sistema interagem ou podem
interagir com ele). Além de influenciar a capacidade de desempenho do organismo, ela
também influencia os padroes de uso de recursos, limitando a capacidade do individuo de
realizar tarefas-chave (WAINWRIGHT 1991). E por essa razdo que as pressdes ambientais
sdo consideradas um fator-chave na diferenciagdo morfologica (HESPENHEIDE 1973).
Gaston et al. (2016), por exemplo, mostraram que as diferencas morfologicas dos peixes
encontrados em quatro rios do leste da India refletem, direta ou indiretamente, a variagio na
velocidade da dgua. Exemplos como este sdo abundantes na literatura (ver GASTON 2003), e
demonstram que a identificacdo da influéncia do habitat ¢ essencial para entender os sistemas

naturais.

2.1.3 Variaciao morfolégica

Muitas investigacdes tém focado seus esforcos na compreensdo da variacdo dos atributos
morfologicos, procurando compreender as adaptacdes morfologicas em diferentes espécies,
sob diferentes condigdes ambientais e diferentes regimes de disponibilidade de recursos
(BOCK 1994). No entanto, as espécies ndo sdo entidades uniformes (PIGLIUCCI 2012), e
embora sejam mais comumente usados como unidades de analise, nem todas as populagdes,
nem todos os individuos respondem da mesma forma as pressoes ambientais (KAWECKI
2008). Individuos de diferentes populagdes também podem ser caracterizados por diferentes
respostas morfologicas (VALLADARES et al. 2014).

Existem dois componentes basicos que determinam essa variagdo: a estrutura genética de
uma espécie e sua plasticidade. Se por um lado, um gendtipo pode produzir diferentes
fenotipos quando expostos a diferentes condi¢des ambientais ao longo do seu
desenvolvimento (PIGLIUCCI 2005), o que ¢ chamado de plasticidade fenotipica
(KAWECKI, 2008), por outro lado individuos da mesma espécie podem apresentar uma
estrutura genética diversa, o que leva a diferenciagdo fenotipica de alguns atributos entre os

individuos (ALBERT et al. 2011). Por conseguinte, a observagao de variagdes morfologicas
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pode resultar de diferentes combinacdes de plasticidade, variabilidade genética e ambiental
(BOLNICK et al. 2003), levando a que espécies possam conter alguns genétipos altamente
plasticos, muitos genotipos nao plasticos, alguns genétipos nao plasticos, ou muitos genotipos
plésticos.

Espera-se que as populagdes com composi¢des genéticas contrastantes apresentem
diferentes respostas de curto e longo prazo as mudancas ambientais. Essas variagdes também
podem ser vistas a partir de diferentes escalas espago-temporais e niveis de organizago
ecologica. Nesse sentido, Albert et al. (2011) distinguiram trés niveis de variabilidade. O
primeiro ¢ a variacdo inter-populacional, em que as divergéncias nos valores dos atributos
entre as populagdes de uma espécie podem ser devido a diferentes composi¢des genotipicas
nas populagdes, bem como a plasticidade da resposta genética para diferentes condi¢des
ambientais (por exemplo, clima, perturbagdes). O segundo nivel ¢ o de variabilidade
interindividual ou intrapopulacional, onde se entende que a variabilidade nas estruturas
(atributos) dentro de uma dada populagdo pode ser devido a coexisténcia de diferentes
gendtipos e a plasticidade diferente entre estes diferentes gendtipos contra condicdes
ambientais tais como o stress (e.g., pH do solo), a disponibilidade de recursos, ou
perturbagdes. Finalmente, o terceiro nivel de variabilidade, versa sobre a capacidade de
variabilidade intra-individual, em que os valores das caracteristicas podem variar dentro de
individuos ao longo do seu ciclo de vida, ou processos de aclimatagao.

Embora algumas dessas mudancas reflitam consequéncias inevitaveis de condic¢des
adversas, muitas delas sdo o produto da selecdo natural que molda a capacidade de um
organismo para sobreviver e se reproduzir em um mundo cujas condigdes variam de tempos
em tempos e de lugar para lugar (BOZINOVIC 2007). Muitos exemplos de plasticidade
fenotipica refletem a evolugdo de um sistema de desenvolvimento que tenta produzir
diferentes atributos sob condigdes diferentes porque nenhum atributo ¢ o mais adequado para
todas as condi¢des. A plasticidade facilita a capacidade de uma espécie para ocupar uma
grande variedade de habitats (BOLNICK et al. 2011), persistir em ambientes incertos e
estabiliza as suas interagcdes com outras espécies cuja incidéncia e nimeros mudam ao longo
do tempo e espago (VIOLLE et al. 2012).

Porém, embora exista uma variagdo genética da plasticidade na natureza, e possamos
documentar que a sele¢do natural favorece certos tipos de resposta plastica, também deve

haver limites para a evolugdo da plasticidade como uma propriedade adaptativa (PIGLIUCCI
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2005), relacionada a restrigdes genéticas e/ou no desenvolvimento, ou custos incorridos pelas
pressdes seletivas locais que afetam o valor adaptativo, i.e. o desempenho dos individuos
(GONZALEZ-SUAREZ et al. 2013).

Além disso, muitos exemplos de plasticidade na natureza sugerem que quase qualquer
caracteristica de um organismo pode ser fenotipicamente plastica e quase todos os ambientes
podem induzir uma resposta deste tipo (BOLNICK et al., 2003). Isto ¢ verdade se
observarmos de forma geral exemplos na natureza: cada caracteristica responde a algum fator
ambiental, e quase qualquer fator ambiental imaginavel afeta alguma caracteristica em
algumas espécies. Sem duvida, existem padrdes gerais de plasticidade, por exemplo, todos os
animais ectotérmicos produzem ovos maiores em temperaturas mais baixas, no entanto, a
plasticidade pode ser muito especifica (FERRY-GRAHAM et al. 2002). O desenvolvimento
de certas caracteristicas responde em espécies especificas a sinais especificos (BOLNICK et
al., 2011). Atributos em espécies que respondem a um agente ambiental podem ndo responder
da mesma forma a um diferente, e as mesmas caracteristicas em espécies diferentes podem
ndo responder a0 mesmo agente ambiental. E por essa razdo que é necessario especificar quais
espécies e em resposta a variagdo em qual condicdo ambiental esta baseando um estudo.

Portanto, fatores ambientais podem causar modificagdes fenotipicas alterando
caracteristicas morfologicas, fisiologicas e comportamentais. A variagdo morfoldgica pode ser
considerada entdo, uma importante ferramenta adaptativa para a sobrevivéncia em ambientes
instaveis e heterogéneos (SILVA et al 2009) incluindo aqueles que variam devido a

interferéncia humana.

2.2 ECOLOGIA E MORFOLOGIA

Durante as décadas de 1950 e 1960, varios trabalhos, principalmente com aves (JAMES
1982), ativeram-se a analise de uma série de questdes relacionadas aos conceitos de nicho,
particdo do habitat, estrutura da comunidade e diversidade intrataxondmica, usando medidas
morfologicas simples como ferramentas para abordar questdes ecoldgicas. A inclusdo e
compreensdo de temas relacionados a origem evolutiva das restricdes impostas pela fisiologia,
morfologia e comportamento dos organismos, e a necessidade de uma compreensao clara dos
custos e trade off entre diferentes caracteristicas de varias espécies levou a que pesquisadores

comegassem a se perguntar quais particularidades de uma determinada espécie permitiam que
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elas existissem na natureza sob determinadas condicdes. Este tema ndo era inteiramente novo
para a ecologia, no entanto, foi somente na década de 1970 que essa visdo evolucionaria se
tornou um elemento importante do pensamento ecoldgico.

Assim, no ano de 1975 em um artigo que examinou a relagdo entre caracteristicas
morfoldgicas e aspectos ambientais estritamente sob um prisma ecologico, Karr e James
utilizaram pela primeira vez o termo “ecomorfologia” (BOCK 1994). Dois anos depois, Bock
apresentou um trabalho que posicionou as ligagdes essenciais entre os desenvolvimentos até
entdo independentes, mas paralelos, da Morfologia e Ecologia, formulando alguns
fundamentos basicos e métodos para uma ‘“‘ecomorfologia unificada” (LEISLER &
WINKLER 1985).

A ecomorfologia seria entdo definida como o estudo da adaptagdo dos organismos a
diferentes ambientes através das mudancgas nas caracteristicas morfoldgicas (BOCK 1997). E
embora esse processo seja de real importancia para a biologia evolutiva através do estudo da
morfologia funcional, difere do conceito usual de ecomorfologia. Assim, Bock (1994)
distingui trés aspectos principais que diferenciam a ecomorfologia da morfologia funcional:
(1) a questdo basica ¢ o do papel biologico e ndo o da fungao; (ii) observacdes de organismos
que vivem em seu ambiente natural sdo necessarias, j& a morfologia funcional pode ser
realizada completamente em individuos em cativeiro; e (iii) a ecomorfologia depende dos
resultados dos estudos morfologico-funcionais, enquanto a morfologia funcional pode ser

feita independentemente de qualquer informagao ecomorfologica.

2.2.1 Varia¢ao morfologica num contexto ecologico

A variabilidade na forma e tamanho dos individuos tem sido amplamente estudada para
caracterizar a diversidade fenotipica, a evolu¢do de um organismo ou a delimitacdo de tdxons
(DELLICOUR et al. 2017). Variagdes na morfologia podem ser observadas também
intraespecificamente, quando as condig¢des locais exercem uma pressdo de selecdo sobre
formas ou tamanhos particulares, associadas com habitats fragmentados, temperatura,
precipitagdo ou elevacdo (GERARD et al. 2018), de tal forma que, embora a variagdo
morfoldgica constitua uma questdo fundamental para a biologia evolutiva, ela ¢ também um

marco importante na ecologia.
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Por um lado, processos ecologicos podem influenciar a morfologia. Com base na teoria
ecologica classica sobre a regra de montagem de comunidades proposta por Cody & Diamond
(1975), podemos entender como 0s processos em um contexto ecoldégico podem moldar os
padrdes de morfologia observados. Distinguindo uma populagao, entende-se que as condig¢des
externas exercem uma pressao seletiva sobre um valor dos atributos que se considera 6timo.
Os individuos com valores proximos a este suposto 6timo tenderiam a passar através do filtro
externo (condigdes ambientais fisicas e quimicas) para crescer e reproduzir-se, enquanto que
individuos com valores de atributos distantes ndo conseguiriam estabelecer-se (PIGLIUCCI
2005). Por outro lado, processos internos, regidos pelos processos dependentes da densidade
como a competicdo, podem levar a que, partindo de uma populacdo onde a maioria dos
individuos t€m valores dos atributos perto do 6timo, os individuos que possuem valores de
atributos distantes destes valores tendem a se mover no espago, ocupando outros ambientes
(VIOLLE et al. 2012).

Juntos, os processos externos e internos gerariam uma distribuicdo de valores dos
atributos em torno do 6timo, estruturando o padrdo de ocupacdo das populagdes, tanto no
espaco quanto no tempo, de tal forma que para cada atributo poderia esperar-se que: (i) a
média do atributo local é potencialmente diferente da média do atributo regional, e o valor do
atributo modal é o valor do atributo 6timo dadas as condi¢des externas, e (ii) os valores de
atributos de cada local ficam em torno do valor 6timo com pequena variagao, caso 0 processo
externo seja mais influente, ¢ variam muito em torno do 6timo caso os processos internos
(dependentes da densidade populacional) sejam mais limitantes (PIGLIUCCI 2005).

Por outro lado, a morfologia também influencia a ecologia, limitando a capacidade do
individuo de realizar tarefas-chave em sua histéria de vida, dado que a capacidade
comportamental de um individuo define o leque de recursos ecoldgicos que ele pode
potencialmente utilizar (WAINWRIGHT 1991). Continua existindo, porém, uma brecha entre
os pressupostos teoricos de que a média estatistica dos valores dos atributos captura o mais
importante dos processos ¢ dinamicas ecologico-evolutivas, e os resultados de cunho
empiricos mostrando que existe uma variagdo intraespecifica significativa que possui um
papel fundamental nos proprios processos (VIOLLE et al. 2012). A variacdo morfologica
pode permitir que uma espécie lide com ambientes altamente sazonais ou ocupe diversos
habitats. Mas, de forma mais sutil, a variagdo morfoldgica pode ter um efeito substancial

sobre uma variedade de processos ecologicos e, portanto, agir como uma influéncia
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importante sobre quais as espécies que vemos, onde e em que densidade populacional
(BOLNICK et al. 2011). Nesse sentido, um numero cada vez maior de estudos documentou a
importancia da variacdo intraespecifica em muitos processos evolutivos e ecoldgicos
(VIOLLE et al. 2012).

Bolnick et al. (2011), por exemplo, construiram um marco para entender os efeitos
ecologicos da variagdo, distinguindo seis mecanismos que explicam como a variagdo
morfolégica pode intervir na ecologia de comunidades. Os quatro mecanismos que se
mostraram empiricamente mais robustos foram:

a) desigualdade de Jensen: quando uma interacdo ecoldgica depende nao-linearmente
do atributo de uma espécie, a variagdo em torno da média do atributo pode alterar a forca
média de interagdo. Portanto, populagdes com a mesma média de atributo, mas variancias
diferentes, terao forcas de interagao médias diferentes, alterando assim as taxas demograficas
e a dindmica da comunidade (ver DOEBELI & DE JONG 1999);

b) increased degree: a variagdo intraespecifica do atributo pode alterar o nimero e a
forca das interagdes interespecificas de uma espécie, alterando a topologia ¢ a dindmica das
redes de interacao das espécies. Em suma, o que afeta ¢ a amplitude do nicho (ver VELLEND
20006);

c) efeito portfolio: a variagdo intraespecifica do atributo pode proteger as populacdes
de flutuagdes extremas na densidade populacional (ver DOEBELI & DE JONG 1999);

d) dinamica eco-evolutiva adaptativa (adaptive eco-evolutionary dynamics): a
variagdo hereditaria intraespecifica permite uma evolucdo adaptativa em resposta a interacdes
ecologicas. A evolugdo pode entdo ocorrer em escalas de tempo proporcionais a dinamica
populacional (ver JONES et al. 2009).

Podemos entdo distinguir duas categorias gerais quanto ao efeito da variagdo nos
processos ecoldgicos apresentados: (i) efeitos ecoldgicos diretos na variagdo dos atributos,
independentemente de heranga, como nos primeiros trés casos e (ii) efeitos indiretos
resultantes da variacdo genética que permite uma dindmica eco-evolutiva como no ultimo.

Assim, embora as relagdes entre selecdo natural, fisiologia e morfologia sejam
multidirecionais, uma vez que a selecdo natural atua na performance dos individuos, e,
atributos morfologicos, fisiolégicos e bioquimicos determinam e limitam o préprio

desempenho e o repertorio comportamental, o estudo da morfologia é parte essencial para o
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entendimento da ocorréncia e, por conseguinte, da distribui¢do de espécies nos espagos

ambientais (BOZINOVIC 2007).

2.2.2 Questdes metodoldogicas: a Morfometria Geométrica como ferramenta de analise

A morfometria, teve seu inicio no final do século XIX com os trabalhos de Francis Galton,
Weldon e Karl Pearson, que estudaram a variagdo na forma dos organismos através de
correlagdes entre medidas de distancias em estruturas bioldgicas (FORNEL & CORDEIRO
2012). A obra On Growth and Form de 1917 de D’Arcy W. Thompson ¢ considerada um
marco na consolida¢cdo da morfometria, ja que nela Thompson analisa a mudanca na forma de
organismos através de uma abordagem geométrica, embora desprovida de rigor estatistico
(MONTEIRO & REIS 1999). O termo morfometria propriamente dito foi utilizado pela
primeira vez em 1965 por Blackith, referindo-se aos estudos que analisavam de maneira
quantitativa a variacdo na forma dos organismos, relacionada tanto a forma como ao tamanho
(ROHLF & MARCUS 1993; FORNEL & CORDEIRO 2012). Porém, apenas em 1984 com
os trabalhos de Goodall, Kendall ¢ Bookstein (MARCUS et al. 1996) ¢ que se considera o
aparecimento do campo de pesquisa denominado morfometria geométrica, definindo o mesmo
como “o estudo estatistico da variacdo da forma em relagdo a fatores causais” (BOOKSTEIN
1991).

A morfometria ¢ um bom método de pesquisa que se especializou na variacao da forma e
sua covariagdo com outras variaveis (BOOKSTEIN 1991). O método morfométrico
geométrico combinado com andlise estatistica multivariada pode capturar as mudangas
morfologicas gerais de forma e evitar a perda de informagdes da estrutura (ROHLF &
MARCUS 1993), podendo expressar com precisao as caracteristicas da forma biologica e
fornecer informacdes completas sobre a forma dos individuos, comparando com a andlise
morfométrica tradicional baseada na relacdo entre dimensdes lineares (FORNEL &
CORDEIRO 2012). Segundo Rohlf e Marcus (1993), em relagdo a morfometria tradicional a
morfometria geométrica € mais eficiente em capturar a informagao relacionada a forma dos
organismos € apresenta uma maior robustez estatistica. Porém, para estudos de tamanho a
morfometria tradicional e suficiente para captar a varia¢do nas estruturas morfologicas.

Devido a estas vantagens, a morfometria geométrica ¢ amplamente aplicada para estudos

de quantificagdo da forma dos organismos relacionados a ontogenia (trajetoria ontogenética),
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variagdo geografica intraespecifica, taxonomia, sistematica, evolucdo de caracteres
morfologicos, dimorfismo sexual, questdes funcionais e biomecanicas das formas bioldgicas e
ecomorfologia (FORNEL & CORDEIRO 2012). Além de que as estruturas de origem
biologica que podem ser analisadas com técnicas de morfometria geométrica sao quase
infinitas, os estudos vao desde nervuras de asas e carapagas de insetos passando por toda sorte
de estruturas Osseas, conchas, escamas até pegadas fosseis de dinossauros (FORNEL &
CORDEIRO 2012). Por todas estas questdes, nas ultimas décadas as diferentes técnicas de
morfometria vém sendo extensivamente usadas, devido a massiva popularizagdo dos
programas de aquisicdo de dados e pacotes estatisticos de facil acesso (FRANCOY et al.

2016), o que a constitui como uma poderosa ferramenta de analise.

2.2.3 Ecomorfologia de abelhas

Vimos que existe uma relagdo direta entre as caracteristicas morfoldgicas e as condicdes
ambientais. Nesse contexto, a variagdo morfoldgica pode ser considerada uma importante
ferramenta adaptativa para a sobrevivéncia em ambientes instaveis e heterogéneos
(PARSONS 1990), incluindo aqueles que variam devido a interferéncia humana (SILVA et al.
2009). Insetos constituem o grupo de animais mais diversificado do planeta e apresentam um
grau particularmente alto de variabilidade, assim como caracterizam-se por responder de
forma répida as mudancas ambientais dado seu rapido ciclo de vida e altas taxas de
reproducdo (DELLICOUR et al. 2017). Assim, ¢ esperado que atributos morfologicos variem
de espécie para espécie e dentro delas, influenciadas pelas condi¢des dos ambientes.
Tradicionalmente, ec6logos buscam entender os padrdes de variagdo do tamanho das
espécies ao longo de diferentes gradientes ambientais, como reflexo do efeito de controlar a
disponibilidade de recursos e condigdes limitantes (como temperatura, precipitacdo e estagcao
do ano) no tamanho do corpo e gasto de energia (GREENLEAF et al. 2007). Nesse sentido,
entre varias hipdteses propostas, destacam-se duas regras que tentam explicar a distribuicao
das espécies em relacdo as caracteristicas morfologicas, a regra de Bergmann e a regra de
Allen. Bergmann afirma que, para duas espécies semelhantes que diferem em tamanho,
esperariamos que as espécies maiores habitassem climas mais frios (BLANCKENHORN &
DEMONT 2004). A regra de Allen, por outro lado, afirma que as extremidades do corpo ou

partes “salientes” sdo relativamente mais curtas nas regides mais frias (PEAT et al. 2005).



23

Estas regras sdo comumente aplicadas em endotermos como mamiferos e aves e em alguns
insetos grandes, como algumas espécies de abelhas (PEAT et al. 2005). Porém, pesquisas
sobre padrodes latitudinais em abelhas sdo geralmente pouco estudados (PEAT et al. 2005),
embora varios estudos constatem que as abelhas assim como outras espécies respondem de
maneiras diferentes a diferentes varidveis do ambiente (BRITO et al. 2018).

Dessa forma, com o intuito de entender os padrdes ecomorfologicos de abelhas, Gérard et
al. (2018) avaliaram 615 espécies de abelhas de 21 géneros registrados na regido Paleartica.
Eles observaram que para todas as espécies de abelhas avaliadas, o tamanho médio do corpo
aumentou com as latitudes mais altas, seguindo a regra de Bergmann. No entanto,
considerando os géneros de abelhas separadamente, trés mostraram uma tendéncia inversa,
trés ndo apresentaram relacdo significativa e quatro foram consistentes com o que se observou
em nivel especifico.

Outro exemplo recente ¢ dado por Classen et al. (2016), que avaliaram atributos
morfoldgicos e funcionais de comunidades de abelhas ao longo de um gradiente altitudinal e
observaram que, enquanto o numero de espécies de abelhas com grandes tamanhos corporais
diminuiu com a elevagdo, os individuos de cada espécie se tornaram em média maiores,
resultando em tendéncias contrastantes nos pardmetros morfométricos no nivel de
comunidade vs populagdo. Além disso, o tamanho do corpo dos individuos dentro de cada
comunidade de abelhas se tornou menos variavel em altitudes mais elevadas, em grande parte
como resultado de uma perda nao aleatoria de espécies, mas em paralelo com um declinio na
variancia intraespecifica, sugerindo um forte efeito do filtro ambiental com o aumento da
elevagdo, exercendo mais forca sobre a selegdo de valores de atributo “adequados” a essas
condigoes.

Assim, fica demonstrado como — ainda que de diversas formas — as comunidades de
abelhas sdo fortemente influenciadas por fatores climaticos. Isto, como j4 demonstrado em
outras segdes do trabalho, ¢ fundamental para a compreensao da ecologia destas espécies, uma
vez que variagdes na morfologia influenciam a maneira como os organismos percebem e
utilizam o ambiente, acarretando em consequéncias no valor adaptativo das abelhas
(GREENLEAF et al. 2007; RAMIREZ et al. 2015) e por conseguinte, na sua capacidade
reprodutiva (SILVA et al. 2009).
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2.2.3.1 Eulaema nigrita (Hymenoptera, Apidae, Euglossina) como modelo de estudo

Existem evidéncias de que o clima afeta atributos morfologicos de abelhas euglossinas, tais
como o tamanho de seus corpos (PERUQUETTI 2003; Silva et al. 2009; Brito el al. 2018).
Estes insetos se caracterizam por uma alta capacidade de voo e experimentos de marca e
recaptura revelaram distancias percorridas de 4 a 6 km (POKORNY 2014).

As abelhas do género Eulaema sdo de grande porte, apresentando cerdas densas e
tegumento desprovido de matiz de coloracdo metalica em suas cabecas € mesossomo
(SILVEIRA et al 2002). Essas espécies constroem ninhos em cavidades de darvores,
geralmente construidos com lama e fezes misturadas com substancias glandulares e/ou resinas
(SANTOS & GAROFALO 1994). Esta espécie é abundante em areas abertas, como o Cerrado
(SILVA & DE MARCO 2014), bem como em paisagens degradadas e antropizadas
(TONHASCA et al. 2002; NEMESIO & SILVEIRA 2006). A espécie ocorre do sul do México
ao sul do Brasil e norte da Argentina (ROUBIK & HANSON 2004) e poliniza mais de 70
espécies vegetais diferentes (KLEINERT et al. 2015).

Dada a facilidade de captura e identificacdo da espécie, sua ampla distribuicdo e grande
abundancia em diferentes ambientes e épocas do ano, além das suas caracteristicas
morfologicas que facilitam o levantamento de dados morfométricos, escolhemos utilizar
Eulaema nigrita como modelo de estudo para tentar responder questdes ecomorfoldgicas que
visam compreender, através da morfologia, a relagdao entre os individuos e as mudancgas nos
ambientes, ndo sO pelos efeitos ecologicos que a variacdo nas caracteristicas morfologicas
podem apresentar sobre os diferentes niveis de organizacdo ecoldgica, mas também pela
propria necessidade de conhecer os processos que estdo por tras da adaptacdao das espécies as

mudancas ambientais.
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Morphological variation of the orchid bee Eulaema nigrita

Abstract - Changes in the environment may alter selection pressures on species.
Morphological variation can increase a species’ ability to occupy a variety of habitats, persist
in uncertain environments and stabilize its interactions with other species whose incidence
and numbers change over time and space. In this sense, we examined the variation of
morphological variability in populations of Eulaema nigrita, trying to understand how they
respond to different environmental conditions. Our results suggest that localities with different
environmental characteristics influence different morphological characteristics of shape and
size, finding a morphological structuring in the environmental space. The variation in
environmental factors, such as temperature and rainfall, led to variation in morphological
responses; however, not all defined morphological attributes varied in the same way and in
response to the same variables. Findings emphasize the importance of considering the
seasonal fluctuations and potential effects that climate change can have on pollinator
population and the ecosystem services they provide.

Ecomorphology / Morphological variation / orchid bee / Seasonal optimum/ Portfolio
effect



26

INTRODUCTION

Understanding and predicting species responses to environmental changes and how these
responses vary along landscape gradients or among habitats persist as key issues in ecology
(Williams et al 2010). Changes in abiotic conditions can suscitate direct alterations in the
biotic component, either in species distribution patterns with consequent effects on the
metapopulation dynamics, in the interaction networks, or in the attributes that characterize
them, such as morphology (Yates & Andrews 2011).

The morphology of organisms is directly connected to their environment. In addition to
influencing individual performance, morphology affects its patterns of resource use, limiting
its capacity for development (Wainwright 1991). Measures of morphological attributes
influenced by the ecology of species, their use of habitat and evolutionary history may then be
as important as measures of richness and composition in the perception of differences in the
structure of communities in different landscape contexts and at different levels and regimes of
disturbance (Yates & Andrews 2011). On the other hand, morphology is a promising tool
based on its rapid response to changes in the environment, as well as easy measurability and
analysis, thus making it a key element in predicting and understanding species ecology
(Chevin et al., 2010). Attributes such as body size, for example, that influence the spatial scale
in which organisms perceive their environment and manage access to different resources
(Peru et al., 2010; Cariveau & Winfree 2015), can affect the species turnover among habitats
or along environmental gradients (Cariveau & Winfree 2015). In this sense, many
investigations have focused on the understanding of the variation of morphological attributes,
trying to recognize the morphological adaptations of species under different environmental
conditions and resource availability regimes (Bock 1994).

It is known, however, that species are not uniform entities (Pigliucci 2012) and, although
they are the most commonly used units in ecological analysis, not all populations, and not all
individuals of a given species respond in the same way to environmental pressures (Kawecki
2008). Conspecific individuals from different populations may also exhibit variation in their
morphological responses to the environment (Valladares et al., 2014). Different ecotypes of a
species are thus distinguished, as results from the adaptation to varied regional factors of

climate and vegetation (Turrill 1946).
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Understanding the inter- and intraspecific morphological variation is paramount, since it
enables a given species to occupy a variety of habitats (Bolnick et al., 2011) and persist in
uncertain environments (Valladares et al., 2014), and also stabilizes its interactions with other
species (Violle et al. 2012). It constitutes an important adaptive element for survival in
unstable and/or heterogeneous environments (Parsons, 1990), including those that vary due to
human interference (Silva et al., 2009).

There are two basic components that determine such variation: genetic structure and
phenotypic plasticity (Violle et al., 2012). However, depending on the scale and in a specific
context, genetic variability and phenotypic plasticity may cause similar effects on
communities and populations (Violle et al., 2012). Thus, depending on the objective,
measuring all the phenotypic variation (i.e., ipso facto morphological variation of the
attribute) in natural populations seems to be methodologically sufficient and adequate
(Valladares et al., 2014).

As observed in several groups of holometabolous insects, bee populations are strongly
influenced by climatic factors (Brito et al., 2018), as well as by the variability in the
availability of food resources (e.g. floral nectar and pollen), which in turn also fluctuate in
response to climatic variables (Ramirez et al., 2015). Morphological variation may play a key
role in allowing the persistence of individuals or populations of bees in different environments
that present varying environmental characteristics to them (Chevin et al., 2010). Bees
belonging to the tribe Euglossini (Hymenoptera, Apidae) are an important group of
anthophilous insects and pollinators in Neotropical ecosystems (Bawa 1990; Abrahamczyk et
al., 2011; Nemesio & Vasconcelos 2013). Male euglossine bees characteristically collect
fragrant compounds in flowers from different plant families, a relationship that often presents
a high degree of insect-host selectivity mediated by olfactory attraction (Eltz et al., 2006).
They have a prominent role as long-distance pollinators and maintainers of the gene flow of
plant species with low natural population densities (Dressler 1982), especially orchids
(Orchidaceae), since few insects have a potential to consistently carry pollen within foraging
areas of tens of kilometers (Pokorny 2014). Eulaema (Apeulaema) nigrita Lepeletier, 1841 is
an abundant, easily recognizable species whose males are known visitors and effective
pollinators of more than 70 plant species (Kleinert et al. 2015). It is widespread, found in
open areas (Alvarenga et al. 2007) and anthropized matrices (Nemésio & Silveira 2006) from

Costa Rica to south of Brazil (Nemésio 2002; Roubik & Hanson 2004). The species has
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caught particular attention for its role in the reproductive success of a number of native and
economically important species, such as guabiroba Campomanesia pubescens (Myrtaceae),
Brazil nut (Bertholletia excelsa HBK; Lecythidaceae), guava (Psidium guajava L.;
Myrtaceae) and fragrant grenadilla (Passiflora alata Curtis; Passifloraceae) (da Silva et al.,
2012). Some studies have demonstrated variability in body size of male E. nigrita related to
the strong interaction of these individuals with vegetation and rainfall regimes (Peruquetti
2003). However, we know little about the critical variables of the population dynamics, the
limits of their physiological tolerances, their ecological restrictions and the variations in their
own morphological characteristics (Williams et al., 2010).

In this sense, and due to the importance of fragrance-seeking male euglossine bees as
pollinators and the potential biological and ecological characteristics of E. nigrita as a study
model to answer ecomorphological questions, we examined the variation of morphological
variability in populations from different locations in northeastern Brazil, attempting to
understand how they respond to different environmental conditions and verifying the

existence of environmental structure on the variation of different morphological attributes.

MATERIAL AND METHODS

We analyzed a total 390 male specimens of E. nigrita collected in 13 different localities in
northeastern Brazil (Table I), all of which deposited in the Entomological Collection of
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). The criteria for material selection were that
individuals must had been collected using the same sampling method and within the same
time frame (collection expedition) at each site, considering only those collections represented
by at least 20 specimens.

We based our choice of morphological features on the evidence that they are directly
linked to the target organism's performance in a set of environmental conditions or ecosystem
processes. For the morphometric analysis, the following morphological attributes of each
individual were considered: (i) body size: measurement of the intertegular distance, which can
accurately approximate the total size of the individual (de Paula 2009). This attribute is
related to the spatial scale in which organisms perceive their environment and rule the access
to resources of various types (nutrients, nesting sites) (Peruquetti 2003), affecting

characteristics associated with flight capacity and adaptive value (Greenleaf et al., 2007); (ii)
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size of the anterior and posterior wings: the wings on the left side of each individual were
dissected and mounted between blade and cover slip. Wing shape and size are essential
characteristics for flight performance, foraging and dispersal skills (Dellicour et al., 2017);
(i11) size of the posterior tibia: a highly modified structure in fragrance-seeking male
euglossine bees, where the fragrant compounds are stored by the insect post active collection
(Mattozo et al., 2011), thus being related to the availability of resources. The measurements of
each attribute were made from photographs obtained with a stereomicroscope model

Discovery V12 - Carl Zeiss SE64, coupled with AxioVision Software.

Data analysis

Eighteen (18) homologous anatomical landmarks were defined on the anterior wings, and six
(6) on the posterior wings (Figure 1) using tpsDig2 version 2.12 (Rohlf 2015). In order to
minimize the differences between the corresponding anatomical landmarks, a generalized
analysis of Procrustes (Generalized Procrustes Analysis GPA) was performed to remove the
effects of position (translation), size (proportionalisation) and orientation (rotation) of the
photos. The Cartesian coordinates of each landmark were recorded and used as input data in
the software MorphoJ 1.05f (Klingenberg 2011) to perform the morphometric analysis. For
the analysis of the tibiae, six (6) anatomical landmarks were plotted to calculate and extract
the centroid size, also in Morphol (Figure 1).

The variations in shape and size of structures were analyzed separately. For the shape
analysis the images of the anterior and posterior wings were aligned using distance from
Procrustes and data were analyzed through analysis of canonical variables (CVA) and
Procrustes ANOVA. For the analysis of the variation in the size of attributes, the centroid size,
defined as the square root of the sum of the square distances of all the anatomical landmarks
to the centroid (center of gravity; Klingenberg 2011) from the anterior and posterior wings
and tibia were extracted in Morphol. To analyze whether the variation in size of attributes
differs between populations, i.e. between the different environments, a Procrustes ANOVA
was made.

The kurtosis of the centroid size variation, measures that exploit the distribution of the
values of the attribute in relation to the mean, were calculated. Kurtosis is a scatter measure

that characterizes the “flattening” of the resulting curve (Toledo & Ovalle 1985) compared to
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a standard normal curve. Depending on its value, we can evidence different behaviors in the
variation of the data. Kurtosis represents the relative intensity of the distribution of
characteristics around the mean, as well as the weight of their tails. A platykurtic curve
reflects a high morphological variation (Enquist et al., 2015). The lower the value of the
kurtosis, the more leptokurtic the curve is, reflecting in a smaller variation in values around
the mean (Enquist et al., 2015, Bagousse-Pinguet et al 2017). In addition, (iv) the index of
variation of each attribute was calculated, defined as the ratio between the variation of each
attribute in the population by its total variations considering all the populations. The measures
of kurtosis and the index of variation of each attribute were later used as response variables
for the spatial-environmental structuring analysis.

To test the relationship between the morphological variation and climatic and spatial
variables, i.e. spatial and environmental structuring, a model selection approach based on
Akaike Information Criterion (AIC) was used. The delta AIC (Ai) value for each model, i.e.,
the difference between the AIC value for that model with the lowest AIC in the set, was used
to evaluate the plausibility of the candidate models. We also considered the Akaike weights
(W1) of the models to evaluate the relative amount of evidence for the best model (Burnham
& Anderson 2002). The model selection was performed using the mean, kurtosis and variation
index of each attribute as dependent variables. In addition, a Principal Component Analysis
(PCA) was performed with the mean values of each population for each attribute, in order to
use the first axis (PC1) as the response variable, defined as “total morphology” (TM). The
most important climatic variables for the species were selected according to data from other
studies (Aguiar et al., 2013, Ramirez et al., 2015). The data of rainfall, rainfall seasonality,
temperature and temperature seasonality of each collection locality, obtained in the
WorldClim database (Fick & Hijmans 2017) (2.5 arc-minutes resolution), were normalized
and used as explanatory variables in subsequent analyzes. The spatial variables were
determined by means of the analysis of Principal Coordinates of Neighbor Matrices (PCNM),
from the geographical coordinates of each sample unit, using as truncation criterion the
maximum distance in the minimum spanning tree. The PCNM produces the spectral
decomposition of the spatial relations between all the sample plots, generating variables that
represent different spatial structures (Dray et al. 2006). Given the small sample size (n <30)

we use only the first two vectors representing different spatial scales. This spatial predictors
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are necessary to understand the fraction of the results that could be explained by the spatial
distribution among the collection sites.

Homoscedasticity and normality of the residues were previously tested with the Levene
and Shapiro-Wilk tests, respectively. Analyzes were computed with the packages mass and
vegan for performed model selection in R v.2.11.1 (R Development Core Team 2010), Past
v.3.20 (Hammer et al., 2001) and MorphoJ (Klingenberg 2011) available free of charge from
the following Internet links: [http: /Nife.bio.sunysb.edu/morph/] and
[http://www.flywings.org.uk/morphoj page.htm].

RESULTS

Analysis of shape

We found statistically significant shape variation in both the anterior (F = 2.37 p <.0001) and
posterior (F = 3.25 p <.0001) wings according to the Procrustes ANOVA. The first two axes
of the analysis of canonical variation (CVA) of the anterior wings explained 45.76% of the
variance (CVALI explained 26.6% and CVA2 explained 19.1%). The plot of the individuals on
the first two CVA axes showed some degree of superposition of the individuals of all
localities, with a tendency to separate them, indicating similarities between the individuals of
the more arid environments (BA, PI, CSF) and between the coastal environments (STAG, GO
and 1G). The Mahalanobis distance varied from 1.4948 (between CA x MA) to 3.5047
(between TER x CR) and the Procrustes distances varied from 0.0048 (between IG x STAG)
to 0.0141 (between TER x CR), presenting a similar pattern. In the posterior wings, the first
two axes of the analysis of canonical variation explained 55.4% of the variance (CVA1 32.8%
and CVA2 22.6%). Similarly to what was found for the anterior wings, we evidenced the
formation of groups significantly different from each other. However, the posterior wings
diverge less between pairs of populations compared to the anterior wings. The Mahalanobis
distance varied from 0.05169 (between PI x STAG) to 1.8925 (between TER x JM) and the
Procrustes distances varied from 0.0045 (between PI x STAG) to 0.0259 (between BA x IG),
presenting a similar pattern. The results can be assessed in Tables II and III, where
Malhanobis and Procrustes distances and their significance between paired localities are

presented.
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Analysis of size

The intertegular distance ranged within the populations from 5073 to 5328 um (CB and CA
respectively; see Table IV for values); the centroid size of the tibiae ranged from 7.2758 to
7.298 (MAR and IG); the average size of the anterior wing (centroid size) between 7,5486 and
7,5698 (JM and EM); and those of the posterior wings varied between 6.4967 and 6.5315 (CB
and PI).

The most variable attribute, considering all the populations in the study, was the
intertegular distance, whereas the less variable was the size of the anterior wings (Table IV).
JM, EM and STAG are the populations with the lowest index of variation for all attributes in
general, with CSF and CR presenting the highest variation indexes. TER and PI, as well as
BA and GO, have high variation indexes for some attributes. BA was most variable in relation
to the size of both the anterior and posterior wings, but not in relation to the intertegular
distance nor tibia size; TER and PI were characterized by pronounced variation in the
intertegular distance, and GO presented higher variation indexes in tibia and anterior wing
sizes in relation to the remainder populations.

We found statistically significant variation in the size of the posterior wings (F =2.25 p =
0.0025), as well as in the intertegular distance (F = 4.48 p <.0001) among the different
locations evaluated, i.e. individuals of the same populations are more morphometrically
similar to each other than to individuals from populations occurring in different localities. We
did not find significant difference in the size of the anterior wings (F = 1.74, p = 0.056) nor in
the size of the tibiae among populations of the different localities (F = 0.90 p = 0.54). The
kurtosis shows the variation related to the distribution of the mean values. Most of the
attributes presented platykurtic curves. Histograms with kurtosis values can be seen in Figure

2.

Analysis of the spatial-environmental structuring

Results of the Model Selection are presented in Table V. The intertegular distance (ID), the

kurtoses of ID and the total morphology (scores extracted from PC1 of the morphological
PCA) were better explained by the model that included only temperature seasonality (Figure
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4). In more seasonal environments individuals are on average larger (R* = 0.41 p <0.05) and
populations vary more, i.e., kurtosis curves are more platykurtic (R* = 0.39 p <0.05) (Figure
3).

The model that includes the temperature, precipitation seasonality and PCNM1 was the
one that best explained the variation in size of the anterior wings among populations (R* =
0.66 p <0.05), and thus individuals with larger wings were found in environments with more
pronounced temperature seasonality, lower precipitation seasonality and belonging to
populations geographically closer to one another. The variation in the posterior wings had a
negative relation with precipitation seasonality, and positive with the distance between
populations (R* = 0.67 p <0.05), i.e. individuals with larger wings from populations located at
sites with less pronounced precipitation seasonality and closer to one another. In relation to
the tibiae, it was observed that in populations living in areas with a higher mean of
precipitation and geographically closer to one another, more platykurtic curves were observed
(R* = 0.68 p <0.05), i.e. the size of the tibiae varies more around the mean, thus showing no
uniformity of values within populations as the average precipitation increases in the studied

sites.

DISCUSSION

Localities with different environmental characteristics influence different morphological
characteristics of shape and size in populations of E. nigrita. As expected, the variation in
abiotic environmental factors, such as temperature and rainfall, led to variation in
morphological responses; however, not all defined morphological attributes varied in the same
way or in response to the same variables on the same scales. While measurements of body
size (inferred by ID) and wing size were significantly influenced by temperature and/or
rainfall seasonality, tibia size was not related to any of the analyzed variables.

In environments with more pronounced temperature seasonality we found individuals with
larger body size and anterior wings, and in environments with a more seasonal rainfall regime
individuals presented smaller wings, both anterior and posterior. On the other hand, when we
take into consideration the results of intraspecific morphological variation inferred from
kurtosis, we observed a heterogeneity of responses in the populations. Populations with

greater variation in body size (more platykurtic curves) tend to occur in environments with
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more pronounced temperature seasonality, whereas populations with greater variation in the
size of the tibiae were associated with environments with higher average annual rainfall. The
wing variation, on the other hand, did not respond significantly to any of the analyzed
variables.

Even among geographically close and/or similar populations, morphological differences
were found, which suggests the importance of local factors in morphological structuring.
These inter-population variations related to the local scale could be associated with
ontogenetic factors, i.e. with the development of individuals and therefore with the variables
that influence them, for example, different types of vegetation that produce differences in the
availability of resources- changing pollinator population patterns, climate factors such as
temperature and precipitation, as well as competition with similar species, historical factors,
and habitat heterogeneity (Aguiar et al., 2013).

The influence of temperature on the development of bees has been widely explored,
linking environmental mean temperature values with their body size, which influences various
attributes related to individual fitness such as reproductive success and dispersion (Greenleaf
et al. 2007; Silva et al. 2009; Brito el al. 2018). Peruquetti (2003) compared the body size of
male E. nigrita over the course of two years, finding heterogeneous data in different of rainy
and dry periods. His results showed a variation between dry periods, but for the rainy periods,
the values did not differ, suggesting that environmental factors such as the pluviometric
regime, associated with the availability of food that is deposited in each brood cell, would
induce the variation in body size, delineating the observed pattern.

Similarly, a study by Pinto et al. (2015) with Cerrado populations of E. nigrita showed
that adult males that reached maturity early in spring had different morphological
characteristics from those that developed later the same season, which the authors also related
to the variation in food availability for females, since reduced resources for egg provisioning
would lead to differences in offspring development. The same is discussed by Silva et al.
(2009), who attributed differences in the size of bees to the variation of environmental
conditions and resources over time in the evaluated locations.

Therefore, the variation in environmental conditions and resources among sites and over
time is fundamental to explain the observed results, since the floral landscape in the analyzed
types of environments is spatially and temporally heterogeneous. Environments such as those

of CA, TER, MA, EM, CR are ecotonal areas, containing fragments of both Caatinga and
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rainforest, a characteristic which promotes a considerable change in the pattern of abundance
and quantity of resources in bees' nests (Aguiar et al., 2013). For instance, the high values of
platykurtic curves for the different attributes observed in the CA population, despite it being a
forest environment, could arguably be a result of the fact that it is a Brejo de Altitude, 1.e. a
humid enclave located in a dry seasonal forest landscape.

Both temperature and precipitation seasonality were the most important variables to
understand the morphological variation of the different attributes (Table V). Very seasonal
environments, interpreted in terms of climatic characteristics, also vary in their plant activity
and therefore in productivity, which end up influencing the availability of resources used by
the populations, causing stress in individuals that develop at different periods of the year
(Ramirez et al., 2015). In this sense, there are hypotheses that individuals with larger body
sizes would be selected in seasonal or unpredictable areas (e.g. Slavenko & Meiri 2015), as
observed for the CSF, PI, MS and TER populations (with the highest values of temperature
seasonality), because larger organisms would present food reserves that allow them to survive
for longer periods under scarce resource availability.

Traditionally it is conceived that the performance and development of an individual occur
within a specific range of the environmental gradient (Violle et al., 2007), tending to present a
nonhomogeneous distribution in relation to the values of the gradient variables, so that the
species exhibits an optimal functioning within a specific tolerance range. However, this does
not mean that there is a single optimum. For multivoltine species, such as E. nigrita, whose
abundance is expected to vary over the year (Aguiar et al., 2013), we can consider the
existence of more than one optimum depending on the environmental conditions. This leads
one to consider the importance of understanding the temporal structuring of the variation,
since given variables exert different pressures on the development of individuals throughout
the year, resulting in the definition of what we can call “seasonal optima”, i.e. favorable
heterogeneous conditions for development that lead to morphological differences, and
consequently higher morphological variation in more seasonal environments, such as those of
CSF, TER, PI and MS populations. Silva et al. (2009) state that it is possibly this
physiological plasticity of E. nigrita that acts as a buffer for environmental stress conditions,
allowing the maintenance of the development program under optimal conditions. In this
sense, should we consider in all cases the existence of a single optimum? Does the definition

of “seasonal optima” have an adaptive advantage in a scenario of constant climate change?
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On the other hand, as a consequence of this possible temporal structuration of the
morphology in relation to seasonality in the studied sites, individuals sampled from the same
site may have different development histories, which could also explain the predominance of
platykurtic curves in the observed results.

As for spatial structuring, although the geographical factor was present in most of the
models that best explained the variation in morphological attributes (Table V), none was the
main descriptor, which corroborates the importance of environmental variables in the local
scale, but does not exclude it as a structuring factor, which is expected considering the
proximity of the sites and the high dispersion capacity of the species. In this sense, Milet-
Pinheiro & Schlindwein (2005) observed that the difference between male individuals of E.
nigrita and those of other species is that they were able to leave the small forest fragments and
fly over the vast sugarcane monoculture matrix, which raises another important question:
what is the persistence of gene flow among populations? In a study conducted in small islands
off the coast of the state of S3o Paulo in Brazil, Rocha-Filho et al. (2013) observed high levels
of gene flow and little population genetic structuring of E. nigrita compared to other
species/groups of bees. Likewise, Suni et al. (2014) point out the fact that euglossine bees are
characterized by low genetic structure and high levels of genetic diversity (Freira et al., 2011).
This agrees with Souza et al. (2010) who concluded that euglossine bee populations may
escape extinction because of these genetic factors. The low genetic differentiation is explained
in most cases by the capacity of dispersion among sites. However, as pointed out by Grassi-
Sella et al. (2017), even though these powerful fliers can cover great distances, there is
evidence that they do not migrate in large numbers (Milet-Pinheiro & Schlindwein 2005). The
observed morphological differences, therefore, could be thus attributed to epigenetic factors,
i.e. to the phenotype-environment relationship, which, given the heterogeneity in the analyzed
environments, explains the differences among populations.

Flight morphology is known to vary according to habitat or landscape structure (Van Dyck
& Matthysen, 1999). Geographic variations were observed in our study, with significant
changes in the size of the posterior wings among different localities and differences in the
shape of the anterior and posterior wings between the avaliated populations. Unlike size,
which is related to flight distance capacity and foraging efficiency (Pokorny et al., 2014),
shape is a characteristic that tends to respond to factors that vary in a more refined scale and

relative to local pressures (Pinto et al. 2015). As highlighted by Brito et al. (2018) for solitary
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wild bees, as in the case of male E. nigrita (although they present some level of sociality), the
perception of the landscape structure is more affected in the local spatial scale, since it
depends on the spatial characteristics of the environment that can affect the flight
maneuverability of the individuals. Aspects such as phyto-physiognomy, which influence how
individuals perceive and move in the environment, may be key to understanding these
differences found in wing shape, since it directly affects the foraging capacity in the habitat
(Pokorny et al., 2014). This could explain the relationships among populations, since they are
characterized by different vegetations. Wings were larger and more similarly shaped in more
seasonal, dry and less vegetated environments, and smaller in environments with greater
annual precipitation and with denser plant cover.

As for the tibiae, we did not find a statistically significant difference among the study
sites, but we observed a significant positive relation of the kurtosis with the increase of the
average precipitation and the geographical distance between the sites. Male euglossine bees
collect compounds from various floral and non-floral sources in their environment (Roubik
and Hanson 2004; Pokorny 2014), accumulating them in specialized posterior tibiae. More
pronounced kurtoses, i.e., more platykurtic, reflect higher variation of the attribute values in
relation to the mean. In environments with lower precipitation and closer to one another, we
found populations with lower variation in tibiae size, which may be due to the local
characteristics of the habitats and their specific phytophysiognomies. Environments with less
pronounced rainfall are related to lower productivity, so it is expected that they will exert
stronger selective pressures, which act as filters, reducing variation.

However, when discussing morphological variation, we must pay attention to issues
related to scale. For example, Kaiser et al. (2016) found that urbanization on thin, but not
coarse spatial scales explains the variation in fitness-related morphology of Lasiommata
megera (Linnaeus, 1767) (Lepidoptera, Nymphalidae), concluding that spatial scale is to be
considered in ecomorphological studies, since scale-dependent effects on phenotype are
common. In our results this question is paramount, mainly because we have considered
attributes of both size and shape, which respond differently to environmental changes, since
shape is more related to ontogenetic questions that vary in finer scales and size is related to
factors that act or exert force on the local scale (Molumby, 1997).

In order to survive, organisms can seek suitable environmental conditions or adjust to

local conditions through genetic adaptation or phenotypic plasticity (Vandewoestijne & Van
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Dyck 2011). The great morphological variation found in the distinct morphological attributes
of E. nigrita appears to be the evolution of a developmental system that tries to produce
different attributes under different conditions because no attribute presents itself as more
suitable for all conditions. This "bet on diversity" found may be evidence of the "portfolio
effect" at the intra-specific level. The central idea behind the concept of the portfolio effect is
that a wide variability or diversity in biological systems stabilizes their performance, leading
to their dynamics being extremely volatile at small scales but less variable at more aggregate
scales (Schindler et al. 2015). In this way, the great variability found in the morphological
attributes can be understood as the production of a great morphological variability (within the
limits of possible variation of the gene expression) that allows the stability and resistance of
the species to the diverse environmental conditions.

Thus, the results we present here provide empirical evidence of how morphological
variation is fundamental to understand species’ responses to environments, their variations in
resource availability, limiting conditions (e.g. temperature and precipitation), and the
importance of morphological variation in the adaptation of individuals to heterogeneous
environments, both spatially and temporally, cushioning seasonal fluctuations and the
potential effects that climate change can have on pollinator communities in the ecosystem

services they provide.
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Figure 1. (Left) Tibial landmarks of Eulaema nigrita. (Right) anterior and posterior wings of

Eulaema nigrita with landmarks plotted on vein intersections.

Figure 2. Distribution of the frequency of morphological attributes in each population. ID-
Intertegular distance; T- Tibial; AW- Anterior Wing; PW- Posterior Wing; k- kurtose; CR-
Crato, BA- Barbalha; MAR- Martins; JM- Jardim; GO- Goiana; IG- Igarassu; CB-
Camaragipe; STAG- Cabo de Santo Agostinho; CA- Caruaru; PI- Piranhas; CSF- Canindé de
Sdo Francisco; TER- Santa Terezinha; EM- Elisio Medrado

Figure 3. Relationships between the dependent variables with the selected explanatory
factors. The solid lines represent fitted models and the dots represent the observed results for
each sample unity. ID- Intertegulas distance; K ID- Kurtose; Intertegular distance; TM- Total
morphology.
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General characteristics of the localities from where the specimens of Eulaema

Locality Abb Lat Long n Localities description
Annual rainfall ~ Annual average
Phytophysiognomy* (mm) temperature (°C)
(seasonality**)  (seasonality ***)
Cerrado stricto sensu
Barbalha (CE) BA -7.30  -39.30 31 (Seasonally Deciduous 1058 (99,2) 25,5 (108,1)
Forest)
Camaragibe (PE) CB -8.02 -3498 31 Tropical rainforest 1690 (66,7) 25,4 (105,1)
Brejo de altitude
) i (Altitudinal Wet Forest)
Caruaru (PE) CA 8.28 -3597 28 and Caatinga (Seasonally 548 (62,6) 21,8 (142,9)
dry tropical forest)
Caatinga (Seasonally dry
Crato (CE) CR =722 -39.40 30 tropical forest) and 1095 (98,4) 25,2 (111,2)
Tropical rainforest
Canindé do Séo Caatinga (Seasonally
Francisco (SE) CSF  -9.64 -37.78 38 dry tropical forest) 485 (49,9) 26,5 (192,1)
- Seasonally dry tropical
Ehs“’(g[[f)drado EM  -1293 -3951 30  forestand Tropical 878 (36,6) 22,1 (146,2)
rainforest
Tropical rainforest
Goiana (PE) GO -7.57 -35.01 27 (surrounded by 1882 (62,4) 25 (106,5)
sugarcane plantations)
Igarassu (PE) IG  -7.83 -3490 28 Coastal Tropical 2009 (65,1) 25,6 (107,5)
rainforest
Montane Tropical
. rainforest and Caatinga
Martins (RN) MAR -6.086 -37.91 30 (Seasonally dry tropical 1127 (108,6) 22,7 (89,5)
forest)
Jardim (RN) M 659 -3677 30 CAatinga(Seasonallydry (5 1o ) 26,5 (103,8)
tropical forest)
Piranhas (AL) Pl -959 -37.75 30  Caatinga(Scasonally 551 (51,3) 25 (194,3)
’ ’ dry tropical forest) ’ ’
Cabo SUAgostinho - graG  gog 3503 27 Coastal Tropical 1952(58,7) 25,1 (1063)
(PE) rainforest
Montane Tropical
St* Terezinha (BA) TER  -12.74 -39.51 30 rainforest Seasonally dry 1952 (38,2) 23,1 (151,6)

tropical forest

*Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) https://www.ibge.gov.br/geociencias-
novoportal/informacoes-ambientais/vegetacao

**Precipitation Seasonality (Coefficient of Variation). Data: worldclim.

***Temperature Seasonality (standard deviation *100). Data: worldclim.




46

Table II. Procrustes (lower triangle) Mahalanobis (upper triangle) distances between the
centroids of the groups obtained from the Analysis of Canonical Variation (CVA) of the
posterior wings of male Eulaema nigrita (Apidae, Euglossini) compared between different
populations in northeastern Brazil (refer to Figure 1 for geographical locations). Gray values

are significantly different (p <0.05).

BA CAR CB CR CSF EM GO 1G M MA PI STAG TER BA
CAR 0,0129 1,1259 10,6196 1,068 1,0383 1,1024 11,4348 11,0733 0,7607

CB _ 0,8571 1,1978

CR 0,01  0,0063 0,018 0,712 09853 0,911
CSF 0,0128 0,0085 0,8378 0,7479
EM

co

1G 0,0185 0,0149
m o

MA  0,0081 0,0086
PI 0,0084 0,0097
STAG 0,0105

0,7998 0,8192
0,5164

0,9122

0,0065
0,0064 0,0045

Table III. Procrustes (lower triangle) Mahalanobis (upper triangle) distances between the

centroids of the groups obtained from the Analysis of Canonical Variation (CVA) of the
anterior wings of male Eulaema nigrita (Apidae, Euglossini) compared between different
populations in northeastern Brazil (refer to Figure 1 for geographical locations). Gray values

are significantly different (p <0.05).

BA CAR CB CR CSF EM GO 1G M MA PI STAG TER BA
CAR | 0,0096 1,762
CB
CR 0,0091

CSF | 0,0097 -

EM

o

1G 1,6434 1,6803

M 1,8471
MA 0,0056 1,6011

PI 0,0056 0,0067
STAG 0,0067 0,0063

TER




Tabela IV. Index of variation and average population size of attributes for each population.

BA
CA
CB
CR
CSF
EM
GO
IG
JM
MAR
PI
STAG
TER

Variation Index*

Mean population size

T AW PW ID czT czAW  czPW  ID(um)
0,634 0,801 0,756 0,583 7,278 7,553 6,501 5130
0,586 0,642 0,447 0,637 7,288 7,561 6,506 5328
0,590 0,641 0,447 0,637 7,280 7,552 6,496 5073
0,840 0,762 0,804 0,784 7,287 7,561 6,516 5237
0,588 0,805 0,881 0,897 7,278 7,566 6,516 5327
0,551 0,404 0,585 0,531 7,291 7,569 6,531 5218
0,818 0,796 0,681 0,614 7,288 7,556 6,512 5280
0,745 0,587 0,671 0,602 7,298 7,561 6,508 5271
0,409 0,601 0,492 0,610 7,278 7,548 6,504 5174
0,590 0,632 0,574 0,809 7,275 7,548 6,503 5213
0,491 0,499 0,549 0,879 7,278 7,563 6,511 5265
0,534 0,494 0,567 0,702 7,279 7,551 6,505 5103
0,755 0,641 0,525 0,877 7,278 7,562 6,524 5327

*to see formula go to Material and Methods section
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Table V. Results of model selection. The models that best explain each response variable are

presented.
. Adjustment (General Partial Adjustment
Response variables Best model it ) outites)
R2
AIC  AICw dAIC _ F p t p VIF
adj.
Total Morphology BIO 4 -69.0 02679 22 04396 1041 0.0080 '3.227 0.0080  *
Tibia ~1 -89.9  0.1651 0.5 * * * * * *
VI Tibia BIOI2HPENMT 133 (1491 03 02102 2.596 0.1235 2.149 0.0572 '1.519
'1.725  0.015
Kurtose Tibia (w/o GO) BIO 12+PCNM1 10 03625 1.0 0.667 12.02 0.0028 '3.793 0.0042 '3.670
Anterior wing BIO4+BIOIS* 959 00980 0.1 0.6608 '8.794 0.0048 '1.955 0.0824 3.9313
PCNM 1
1.741 0.1156
'1.690 0.1252
VI Anterior wing PCNM 2 -13.6  0.1838 0.3 0.1162 '2.578 0.1366 '1.606 '0.137  *
Kurtose anterior wing ~1 18.8 0.2216 1.3 * * * * * *
Posterior wing BIOI5SN + PCNMI 919 02688 1.1 0.6747 13.44 0.0014 '-2.735 0.0210 3.688
3.801  0.0034
o BIO 4 +BIO 12 + . . \ \ \
VI Posterior wing BIO 15+ peNM | 130 02338 14 0431 3279 00718 3.288 0.011 2.639
3291 '0.011
3.157  '0.013
2821 '0.022
Kurtose posterior wing ~1 20.8 '0.174 0.4 * * * * * *
Intertegular distance BIO 4 641 02681 22 04106 '8.664 0.0147 2.943 0.0147  *
(w/o EM)
VI Intertegular distance BIO 4 152 02071 1.6 '0.230 '4.598 0.0552 '2.144 0.0552  *
Kurtose Intertegular BIO 4 23.1 03119 25 '0.388 '8.617 0.0135 2.936 0.0135  *

distance

VI = Variation index; BIO4: temperature seasonality; BIO12: average annual rainfall; BIO1S5: rainfall seasonality; PCNMI:

geographical vector (wide scale); PCNM2 geographical vector (minor scale). AIC — Akaike’s Information Criterion; dAIC

delta Akaike ; AICw — Akaike weight. VIF: variance inflation factor




Figure 1.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

“Y en el epilogo seamos criticos
con los muy éticos sanos propositos
de tantos épicos tonos mesidnicos
y tantas fdciles tonadas maédicas.”
Epilogo (Daniel Viglietti, 1993)

No desenvolvimento desta dissertacdo, nos propusemos a entender a estruturacdo espaco-
ambiental da variagdo morfologica de atributos ecologicamente importantes de FEulaema
nigrita, uma espécie de abelha de ampla distribuicdo, que habita ambientes abertos,
climaticamente extremos ou imprevisiveis e polinizadora de dezenas de espécies de plantas.
Encontramos que as populacdes de E. nmigrita avaliadas apresentaram grande variacdo
morfologica tanto dentro das populagdes (a maioria das curvas de curtose observadas foram
platicurticas) quanto entre elas (as populagdes variaram significativamente entre os locais) e
que a sazonalidade tanto da temperatura quanto da precipitacio foram as varidveis mais
importantes para entender dita variacdo nos diferentes atributos morfologicos medidos.
Observamos assim o que aparenta ser a evolugdo de um sistema de desenvolvimento que tenta
produzir diferentes atributos sob condi¢des diferentes porque nenhum atributo apresenta-se
como mais adequado para todas as condigdes.

O relacionamento entre variagdo das caracteristicas biologicas e sazonalidade nas
condi¢des ambientais mostra-se como a questdo chave levantada nesta investigacdo a ser
explorada. A ideia da existéncia de um 6timo, tradicionalmente utilizado como pressuposto
dentro do pensamento e praxis na pesquisa bioldgica, considera que existe um valor ideal ou
6timo para o funcionamento dos organismos em relacdo aos gradientes ambientais e que 0s
individuos que encontramos na natureza sdo 0s que possuem estas caracteristicas ou perto
delas. Porém, esta teoria classica da teoria ecoldgica nao se mostra totalmente suficiente ou
adequada para nos acercar ao entendimento do observado, uma vez que nossos resultados
apontam a existéncia de varios 6timos que parecem responder as mudangas nas condi¢des dos
locais ao longo do tempo e do espago. Por isto preferimos propor a ideia de “6timos
sazonais”, dado que as distintas condigdes exercem pressdes diferentes sobre o
desenvolvimento dos individuos ao longo do ano, refletindo a existéncia de condi¢des

favoraveis heterogéneas para o desenvolvimento, que acarretam em diferengas morfologicas e
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por consequéncia numa variagdo morfolégica maior em ambientes mais sazonais ou
imprevisiveis.

Esta observagao referente a importancia da varia¢ao biologica em razdo das mudangas nos
ambientes nao ¢ nova, e existem esfor¢cos de entender esta natureza variante dos seres vivos e
suas implicagdes. Dentre os trabalhos encontrados, destaca-se uma corrente tedrica que fala
do “efeito portfolio”. Dito efeito propde que os sistemas bioldgicos t€ém semelhancas com
portfolios financeiros, os quais funcionam partindo do pressuposto de que as propriedades
emergentes de sistemas agregados sdo mais resistentes ou resilientes que seus componentes
isoladamente (Schindler et al. 2015). Segundo Schindler et al. (2010), da mesma forma que
em sistemas financeiros, a dindmica de muitos sistemas bioldgicos é frequentemente menos
variavel do que os componentes individuais dos quais eles sdo compostos, mostrando assim
os efeitos do portfolio. A ideia central que estd por detrds desta teoria ¢ que uma ampla
variabilidade ou diversidade em sistemas bioldgicos ¢ o que estabiliza o desempenho dos
mesmos, levando a que a dinamica destes pode ser extremamente volatil em pequenas escalas,
mas menos variavel em escalas mais agregadas.

Originalmente esta ideia foi proposta nas ciéncias econdmicas em 1952 pelo economista
Markovitz que postulou que para maximizar o retorno e minimizar O risco nos sistemas
financeiros ¢ necessario abordar o “portf6lio” como um todo, estudando as caracteristicas de
risco e retorno global, em vez de escolher valores individuais em virtude do retorno esperado
particular, para desta forma chegar num equilibrio através da diversificagao (Markovitz 1952).
Décadas depois Tilman et al. (1998) aplicaram esta teoria na Biologia para entender a relacao
existente entre diversidade bioldgica e estabilidade nas comunidades (Schindler et al. 2015).
Sua aplicacdo na ecologia de comunidades foi em aumento, uma vez que varias investigagoes
comprovaram como os efeitos do portfolio sdo predominantemente presentes, embora sua
forca e magnitude variem consideravelmente dependendo dos sistemas bioldgicos nos quais
aplica-se (Thibaut & Connolly 2012).

Desde entdo, na ecologia, o efeito portfélio como teoria vem se concentrando sobre os
efeitos da diversidade de espécies na estabilidade do ecossistema, entendendo que
ecossistemas diversos sdo mais provaveis de serem funcionalmente estiveis se muitas
espécies estiverem presentes. Entretanto, como apontam Schindler et al. (2010), estes

trabalhos ndo consideraram a importancia da diversidade dentro de espécies individuais,
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indicando uma necessidade urgente de esclarecer como a diversidade da populacdo e da
historia de vida afeta o desempenho de espécies na prestacdo de servigos ecossistémicos.

Os resultados deste trabalho, sem pretensdes iniciais nessa direcdo, trazem fortes
evidéncias de que o efeito portfolio aplica-se também na escala intraespecifica no nivel
populacional, de forma que a variabilidade nas caracteristicas morfologicas dos individuos
nas populacdes € o que permite a resisténcia desta espécie as diversas condi¢des ambientais,
como visto em algumas populagdes de peixes (Moore et al. 2010) e aves (Mclean et al. 2018).
As flutuacdes na disponibilidade de recursos no tempo e no espago atuam por sua vez
exercendo pressdo para a selecdo de individuos com caracteristicas morfoldgicas diferentes,
ampliando o espectro de variacdo de cada atributo da populagdo como um todo. Desta
maneira, a sele¢ao natural faria com que a espécie “aposte na diversidade” para aumentar a
sobrevivéncia através de uma variedade de caracteristicas morfoldgicas 6timas (o que difere
de considerar a existéncia de “sub-6timos”) em razao de caracteristicas ambientais diferentes.
Os 6timos sazonais seriam o padrido de estruturacdo temporal da variagdo morfologica em
relacdo ao ambiente, o efeito portfélio o processo governante e a selegdo natural junto as
questdes inerentemente bioldgicas da espécie o mecanismo por detras da realidade que
observamos. Porém, a aplicacdo destes conceitos tem sido limitada ou descrita em termos
diferentes.

Cabe enfatizar assim, que adotar uma visdo dindmica assumindo que assim como as
abundancias das espécies varia em resposta as mudancas no ambiente em escalas espacias e
temporais diversas, a morfologia e o funcionamento dos individuos também varia, e nao
apresenta necessariamente uma distribuicdo estatica e 6tima, pelo contrario, tende a apresentar
variagdes que aumentam a resisténcia e resiliéncia nos sistemas biologicos frente as

adversidades do meio deve se consolidar como nosso maior objetivo.

5.1 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE OS APORTES DESTE TRABALHO PARA O
CAMPO CIENTIFICO: COMPROMISSOS TEORICOS, IDEOLOGICOS E
CONCEPTUAIS

Num mundo caracterizado por estocasticidade e imprevisibilidade, os efeitos descritos e
discutidos no presente trabalho trazem importantes implicagdes, principalmente pelo fato de

que os conceitos colocados e propostos oferecem perspectivas para o desenvolvimento de
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estratégias de conservacdo e gerenciamento que se apresentam como uma alternativa a
tendéncia de desenvolver estratégias em torno de distribuigdes espaciais 6timas, as quais sao
abordagens estaticas que ndao permitem a possibilidade de prever até certo ponto ou com certa
acuracidade as dinamicas populacionais espacialmente heterogéneas. Desenvolver os meios
para distribuir os riscos da incerteza inevitdvel, mantendo “opcdes biolodgicas” e os processos
que os produzem, deve ser uma caracteristica central (Yamane et al. 2018). Sem embargo isto
exige uma mudanca de perspetiva que ultrapassa questdes metodologicas.

Mas, primeiramente, para entender o que acontece ¢ preciso poder pensar de forma
correta. Pensar corretamente significa ordenar e tratar adequadamente os dados que se
produzem sobre a realidade e os conceitos que se utilizam como marco de interpretagdo
auxiliando no processo de consolidagdo do pensamento através da teoria, a qual ndo ¢ mais do
que um sistema de conceitos. Este processo ¢ fundamental de entender pois faz parte da
conquista da realidade empirica. Isso significa a ruptura da concepcao imediatista e neutralista
da construcao do conhecimento e a necessidade de consolidar o objeto de estudo dentro de um
esquema tedrico coerente e fiel aos propostos.

Este trabalho, para além do resultado concreto fornecido, consolida-se dentro de uma
corrente que busca entender a resiliéncia, resisténcia dos sistemas bioldgicos a partir do papel
fundamental que joga a variacdo, rompendo com ideais de Otimos estaticos e focando na
adaptabilidade frente a contextos adversos. O esquema tedrico que a sustenta parte de uma
visdo sistémica, que considera as dependéncias de escala quase onipresentes nos sistemas
bioldgicos, onde o todo se comporta de maneira diferente do que os componentes individuais.
Isto implica reconhecer de forma critica os modelos que se tornaram classicos por
messianismos cientificos, € que ndo sdo suficientes para explicar e prever as dindmicas e as
mudangas nos padroes ecologicos atuais.

Os sistemas biologicos possuem uma complexidade suficiente para que cientistas sejam
honestos sobre os limites da possibilidade de compreensdo, previsdo e possibilidades de geri-
los. Entender espectro inteiro de variagdo para além da média e dos valores considerados
6timos, ¢ o desafio colocado dentro deste transito epistemologico em que estamos imersos, €
do qual talvez s6 tenhamos entendido ou utilizado seu desdobramento metodologico.

Portanto, chamo a aten¢do a uma agdo polemizadora incessante da razdo que se constitui
entre a realidade que se apresenta e o idealismo da realidade que os dados apresentam.

Precisamos entender as fissuras que estdo para além de extremos epistemologicos, reconhecer
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que a ciéncia ¢ parte de um processo histdrico, que se constrdi pelo amontoamento de
elementos heterogéneos tanto temporalmente como conceitualmente, e que frente a isso,
nosso desafio é esforgar-se em analisar a realidade de forma critica e coerente aos nossos
objetivos, sem esquecer dos fatores historicos que a sustentam, fugindo da naturalizacdo de
conceitos direcionados pelo ritual da apresentagdo canonica.

Por outro lado, ndo podemos esquecer que estamos imersos em uma dinamica social
institucional, que brinca com interesses ¢ que ¢ tecida ou entendida através das relagdes entre
individuos em niveis ou posi¢cdes diferentes. A geracdo de conhecimento cientifico ¢
pervertida quando se orienta exclusivamente para a gestagdo de resultados com um valor
predeterminado, ou simplesmente sem um valor de compromisso com o conhecimento, assim
como vem ocorrendo em decorréncia da imposi¢ao da logica neoliberal no campo cientifico-
tecnoldgico e em seu ambiente académico. Contribui¢des cientificas contribuem para o
avanco do conhecimento e a supera¢dao de paradigmas anteriores. Se isso ndo acontecer, nao
ha ciéncia. As formas de fazer ciéncia podem ser diferentes e serem influenciadas pelos
contextos econdmico-politicos, culturais ou mesmo ideologicos, mas em cada caso, a pesquisa
cientifica ¢ o que faz novas contribui¢cdes para o conhecimento. Em outras palavras, hd um
fato universal: ha ciéncia, ¢ h4, ao mesmo tempo, também uma realidade histérica. Essa
complexidade do problema, muitas vezes ignorada, se traduz num obstaculo epistemologico, e
como Dayton (1979) chama a atencdo ‘“a pesquisa ecologica ¢ um fendmeno sociologico,
dado que os paradigmas que direcionam nossa pesquisa sdo, eles proprios, um fendomeno

“histoérico-sociologico-psicoldgico”.
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discussion/conclusion; acknowledgements, authors contribution, conflict of interest, references,
figures captions, tables, figures.

Tables and figures, with their captions, should not appear in the text, but be placed together in
the end of the text.

Please do not use more than three levels of displayed headings

1. Introduction

2. Material and Methods
3. Results

4. Discussion/ Conclusion
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taxon in the text)
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For example, hectares and ppm do not belong to the SI and should be changed into m2 and mg/kg
or uL/L, respectively.

On the SI website you also find the official abbreviation of each unit. For example :
l1h=60min=3600sand 1d=24h

The official abbreviation of liter is L. We use L to discriminate from 1 (one).

Time is expressed as follows : 1150 h for 11h50 a.m. and 1715 h for 5h15 p.m.

Latin names

The Latin names as well as the authority must be cited in full at the first mention in the text and
then the genus abbreviated in the following citations. The authority should not appear in the title
or the abstract. Latin genus and species must be italicized.
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For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork —
photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to the
highest standards with the greatest accuracy to detail. The published work will directly reflect the
quality of the artwork provided.

o Supply all figures electronically.

o Indicate what graphics program was used to create the artwork.

o For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format.
MS Office files are also acceptable.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

e Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
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o Definition: Black and white graphic with no shading.

e Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the
figures are legible at final size.

e All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

o Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.



Halftone Art

e Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

o Ifany magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within
the figures themselves.

e Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information
will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to
black and white. A simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the
necessary distinctions between the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2-3
mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type
on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "Al, A2,
A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should,
however, be numbered separately.

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts.
Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number,
also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed
at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.
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o For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and
not higher than 234 mm.

o For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and
not higher than 198 mm.

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission
from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some
publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any
costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases, material from other
sources should be used.

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article. This feature can add dimension
to the author's article, as certain information cannot be printed or is more convenient in electronic
form.

e Supply all supplementary materials in standard file formats.

o Please include in each file the following information: article title, journal name,
author names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

o To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other problems
during downloading.

e Always use MPEG-1 (.mpg) format.

e Submit your material in PDF format preferably; .doc or .ppt files are not suitable for
long-term viability.
e A collection of figures may also be combined in a PDF file.

o Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.
o If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should
be submitted as .xls files (MS Excel).

o Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook),
and .tex can also be supplied.
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e It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file and this is strongly
recommended when there are more than 5 files

o If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the
material as a citation, similar to that of figures and tables.

o Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the
animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.

o Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

o For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content
of the file.

e If you cannot include this legend/ explanation of the tables/ figures/ data within these
electronic materials, because of a particular format, please provide this information in
the article, as an Annex or Appendix.

e Electronic supplementary material will be published as received from the author
without any conversion, editing, or reformatting.

A submission to the journal implies that materials described in the manuscript, including all
relevant raw data, will be freely available to any researcher wishing to use them for non-
commercial purposes, without breaching participant confidentiality.

The journal strongly encourages that all datasets on which the conclusions of the paper rely
should be available to readers. We encourage authors to ensure that their datasets are either
deposited in publicly available repositories (where available and appropriate) or presented
in the main manuscript or additional supporting files whenever possible. Please see
Springer Nature’s information on recommended repositories.

List of Repositories
Research Data Policy

General repositories - for all types of research data - such as figshare and Dryad may be
used where appropriate.

Datasets that are assigned digital object identifiers (DOIs) by a data repository may be cited
in the reference list. Data citations should include the minimum information recommended

by DataCite: authors, title, publisher (repository name), and identifier.

DataCite



Where a widely established research community expectation for data archiving in public
repositories exists, submission to a community-endorsed, public repository is mandatory.
Persistent identifiers (such as DOIs and accession numbers) for relevant datasets must be
provided in the paper.

For the following types of data set, submission to a community-endorsed, public repository
is mandatory:

Mandatory deposition Suitable repositories
Protein sequences Uniprot

Genbank
DNA and RNA sequences DNA DataBank of Japan (DDBJ)

EMBL Nucleotide Sequence Database (ENA)

. NCBI Trace Archive

e NCBI Sequence Read Archive (SRA)
dbSNP

Genetic polymorphisms dbVar
European Variation Archive (EVA)

dbGAP
Linked genotype and phenotype data The European Genome-phenome Archive
(EGA)

Worldwide Protein Data Bank (wwPDB)
Biological Magnetic Resonance Data Bank
(BMRB)

Electron Microscopy Data Bank (EMDB)

Macromolecular structure

Microarray data (must be MIAME Gene Expression Omnibus (GEO)
compliant) ArrayExpress
Crystallographic data for small molecules Cambridge Structural Database

For more information:

Research Data Policy Frequently Asked Questions

The journal encourages authors to provide a statement of Data availability in their article.
Data availability statements should include information on where data supporting the
results reported in the article can be found, including, where applicable, hyperlinks to
publicly archived datasets analyzed or generated during the study. Data availability



statements can also indicate whether data are available on request from the authors and
where no data are available, if appropriate.

Data Availability statements can take one of the following forms (or a combination of more

than one if required for multiple datasets):

1. The datasets generated during and/or analyzed during the current study are available in
the [NAME] repository, [PERSISTENT WEB LINK TO DATASETS]

2. The datasets generated during and/or analyzed during the current study are not publicly
available due [REASON WHY DATA ARE NOT PUBLIC] but are available from the
corresponding author on reasonable request.

3. The datasets during and/or analyzed during the current study available from the
corresponding author on reasonable request.

4. Data sharing not applicable to this article as no datasets were generated or analyzed
during the current study.

5. All data generated or analyzed during this study are included in this published article
[and its supplementary information files].

More examples of template data availability statements, which include examples of openly
available and restricted access datasets, are available:

Data availability statements

This service provides advice on research data policy compliance and on finding research
data repositories. It is independent of journal, book and conference proceedings editorial
offices and does not advise on specific manuscripts.

Helpdesk

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query
Application at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer Statement
online and indicate whether you wish to order Open Choice, offprints, or printing of figures
in color. Once the Author Query Application has been completed, your article will be
processed and you will receive the proofs.

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal and

access to that article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer
provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open Choice
article receives all the benefits of a regular subscription-based article, but in addition is made
available publicly through Springer’s online platform SpringerLink. We regret that Springer
Open Choice cannot be ordered for published articles.
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Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher
exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection
and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, they agree to the Springer Open Choice License.

Offprints can be ordered by the corresponding author.

The publication of color illustrations is free of charge for the online version, as well as now for
the print version.

The purpose of the e-proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness
and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results,
corrected values, title and authorship, are not allowed without the approval of the Editor. After
online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which will be
hyperlinked to the article.

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first
publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be cited
by issue and page numbers.

At acceptance, you can provide a list of max. 10 email addresses of colleagues: the journal will
send them a complimentary copy of the PDF of your paper. This may definitely help
disseminating your study and increasing its potential impact, as well as the impact of the journal.
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