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RESUMO

JURIS, Eydyeliana Month. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2018. Analises morfologicas de sensilas antenais de abelhas do género
Tetragonisca (Hymenoptera: Meliponini). Orientadora: Tania Maria Fernandes
Salomao. Coorientadora: Denilce Meneses Lopes.

As antenas sao apéndices moveis encontradas na cabeca dos insetos, constituidas por
um escapo, pedicelo e flagelo, as quais funcionam como oOrgdos dos sentidos,
receptores olfativos primdrios e também com funcdo tatil. Em sua composi¢do
possuem estruturas chamadas sensilas, com vérias modalidades sensoriais como:
olfato, gustacdo, mecanorrecepgdo, termorrecepcdo ¢ higrorrecepgdo, que
desempenham um papel na percepcao de estimulos ambientais e na comunicagdo. As
abelhas sem ferrdo possuem comportamento complexo, que depende da comunicagao
entre os individuos da colonia e do ambiente. A morfologia externa das sensilas
antenais tem sido caracterizada em varias espécies de abelhas eusociais, incluido
espécies da tribo Meliponini, porém ha pouca informag¢dao sobre as sensilas em
abelhas do género Tetragonisca. Com o objetivo de entender a morfologia das
sensilas antenais no género Tetragonisca, foram conduzidas diferentes abordagens de
analises morfométricas, mediante a utilizagdo de imagens obtidas com microscopia
eletronica de varredura nas espécies 7. fiebrigi, T. angustula e T. weyrauchi. Foram
caracterizadas as sensilas antenais entre as castas e sexos de 7. fiebrigi, sendo
identificados onze tipos de sensilas antenais, classificadas como: sensilas tricoides
(subtipos I ao VI), placoides, basiconicas, celoconicas, ampuldceas e campaniformes.
Com diferencas na distribuicao das sensilas entre as classes e castas. As andlises
morfométricas dos caracteres do comprimento e abundancia permitiu verificar que
existe diferenciagdo das sensilas antenais de acordo as fungdes que desempenham os
individuos na colonia permitindo a separacdo entre as classes, castas ¢ a subcasta
soldado. Os resultados obtidos para as trés espécies analisadas mostram a presenca de
onze tipos de sensilas entre as espécies, sensilas tricoides (seis subtipos), placoide,
basiconica, celoconica, ampulacea e campaniformes, com distribui¢do conservada ao
longo dos flageldomeros. As variagcdes na morfometria das sensilas em 7. angustula e
T. fiebrigi sao menores do que entre essas e 7. weyrauchi, ndo permitindo a separacao
completa de 7. angustula e T. fiebrigi em todas as andlises, sugerindo que as duas
espécies compartilham caracteres semelhantes nas sensilas, provavelmente por serem

espécies recentemente divergentes.

Vi



ABSTRACT

JURIS, Eydyeliana Month. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2018.
Morphological analysis of antennal sensilla of bees in the Tetragonisca genus
(Hymenoptera: Meliponini). Adviser: Tania Maria Fernandes Salomao. Co-adviser:
Denilce Meneses Lopes.

The antennae are movable appendages found in insects heads, consisting of a scape,
pedicel and flagellum, which function as sense organs, primary olfactory receptors
and also with tactile function. In their composition they have structures called sensilla
with various sensorial modalities such as: smell, taste, mechanoreception,
thermoreception and hygroreception, which play a role in the perception of
environmental stimuli and in communication. The stingless bees have complex
behavior, which depends on the communication between the individuals of the
colony and the environment. The external morphology of the antennal sensilla has
been characterized in several species of eusocial bees, including species of
Meliponini tribe, but there is little information about sensilla in stingless bees of the
genus Tetragonisca. In order to understand the morphology of the antennal sensilla in
the genus Tetragonisca, different approaches of morphometric analysis were
conducted using images obtained with scanning electron microscopy in the species 7.
fiebrigi, T. angustula and T. weyrauchi. The antennal sensilla were characterized
between the castes and sexes of 7. fiebrigi, and 11 types of antennal sensilla were
identified, classified as: sensilla trichodea (subtypes I to VI), placodea, basiconica,
coeloconica, ampullacea and campaniformia, with differences in the distribution of
sensilla between classes and castes. The morphometric analysis of the characters of
length and abundance allowed to verify that there is differentiation of the antennal
sensilla according to the functions that the individuals perform in the colony allowing
the separation between the classes, castes and the soldier subcaste. The results
obtained for the three species analyzed showed the presence of 11 types of sensilla
among the species, sensilla trichodea (six subtypes), placodea, basiconica,
coeloconica, ampullacea and campaniformia, with distribution conserved along the
flagellomeres. The variations in the morphometry of the sensilla in 7. angustula and
T. fiebrigi are smaller than between and 7. weyrauchi, not allowing complete
separation of 7. angustula and T. fiebrigi in all analyzes, suggesting that the two
species share similar characters in sensilla, probably because they are recently

divergent species.
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INTRODUCAO GERAL

1. Caracteristicas da tribo Meliponini

A tribo Meliponini representa um grande grupo monofilético de abelhas
eussociais com distribuicdo Pantropical (Michener, 2007; Rasmussen & Cameron,
2009), com mais de 500 espécies descritas (Michener, 2007). A tribo possui a maior
diversidade comportamental e morfologica entre as abelhas eussociais (Michener, 2007;
Camargo & Pedro, 2013), sendo que a maior diversidade esta localizada na regido
Neotropical (Camargo & Pedro, 1992). No territério brasileiro estdo descritas
aproximadamente 300 espécies, distribuidas em varios biomas (Moure et al., 2007,
Camargo & Pedro, 2007). Esta pode ser uma subestimativa (Michener, 2007), pois
especialistas acreditam que, devido a sua ampla distribui¢do dentro da regido
Neotropical, existam mais espécies validas para este grupo (Pedro, 2014).

Os meliponinios sdo caracterizados por possuirem o ferrdo atrofiado, e por isso,
sao popularmente conhecidas como “abelhas sem ferrao” (Camargo & Pedro, 2013).
Estas sdo o maior grupo de abelhas altamente eusociais (Michener, 2007). As colonias
estdo constituidas por rainha, machos e operarias. Todas as rainhas, as operarias e os
machos nascem e se desenvolvem até o estagio adulto, dentro de células de cria de igual
tamanho (Nogueira-Neto, 1997). As colonias estdo constituidas geralmente por uma
unica rainha, que pode realizar uma postura de até 50 ovos por dia. As operarias podem
chegar ao niimero de 5.000 abelhas em uma colonia forte e realizam todo o trabalho
interno e externo (Nogueira-Neto, 1997). A principal fungdo dos machos ¢ de fecundar
a rainha na época de procriagdo e em muitas espécies os machos produzem cera e
trabalham com ela, mas em outras espécies também podem desidratar o néctar (Kerr et
al., 1996; Nogueira-Neto, 1997).

As abelhas desta tribo constroem seus ninhos principalmente em ocos de
arvores, mas algumas espécies nidificam no solo, em formigueiros e em cupinzeiros
(ativos ou abandonados). Outra peculiaridade desta tribo ¢ o fato de que suas espécies
podem ser identificadas pela arquitetura de entrada de seus ninhos (Michener, 2007).

Essas abelhas constituem um grupo ecologicamente importante, que apresentam
uma estreita relacdo de dependéncia com as plantas, as quais fornecem o alimento,
principalmente polen e néctar (fontes de proteina e energia, respectivamente) e em troca

recebem os beneficios da transferéncia de pdlen (Kevan & Baker, 1983; Proctor ef al.,



1996) atuando, portanto na manuten¢do da diversidade das plantas como agentes
polinizadores. Acredita-se, que no Brasil cerca de 40 a 90% das arvores nativas sao
polinizadas por abelhas sem ferrao, dependendo do ecossistema (Kerr, 1996). Assim, a
grande necessidade de conservar as espécies de meliponineos brasileiros reside
principalmente, na ampla a¢do como polinizadores da nossa flora que, por sua vez,
garante a presenca e desenvolvimento da fauna e de toda biodiversidade (Kerr et al.,
1996). Da mesma forma, a conservagao da flora nativa também ¢ necessaria, uma vez
que a fragmentacdo e degradacdo dos ambientes naturais podem prejudicar as
comunidades de abelhas nativas (Kremen et al., 2002) causando a perda ou a
dissociag¢do de recursos importantes para sua alimentacdo e locais de nidificagdo (Potts
et al., 2005). Algumas dessas espécies tornaram-se importantes sob o ponto de vista
economico, devido a sua atuagdao na polinizagdo ¢ na produgao de mel, cera, propolis,

dentre outros.

2. Caracteristicas do género Tetragonisca

Dentro da tribo Meliponini encontra-se o género Tetragonisca, que esta
composto por quatro espécies descritas: Tetragonisca angustula (Latreille, 1811),
Tetragonisca fiebrigi (Schwarz, 1938), Tetragonisca weyrauchi (Schwarz, 1943) e
Tetragonisca buchwaldi (Friese, 1925). Estas abelhas estdo amplamente distribuidas na
América do Sul, desde o México até a Argentina (De Camargo, 2013). Estes insetos sdo
de pequeno porte e possuem coloragdo amarela, dourada e preta, sendo popularmente
conhecidas como Jatai. No Brasil sdo encontradas trés espécies: 7. angustula, T.
fiebrigi e T. weyrauchi. A espécie T. weyrauchi tem a distribuicdo mais restrita e ¢
encontrada nos Estados do Mato Grosso, Rondonia e Acre. A espécie T. fiebrigi tem
distribui¢do nos Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parana, Rio Grande do
Sul e Sao Paulo, enquanto a espécie 7. angustula tem distribui¢do em todo o pais
(Moure et al., 2007).

As abelhas deste género sdo versateis, em relacdo ao local de nidificagdo,
comumente, estas espécies utilizam os mais variados substratos para nidificagdo e
diferentes materiais, incluindo tronco de arvores, blocos de concreta ou ceramica,
muros, alicerces de pedra, caixas metalicas e muitas outras cavidades que apresentem
espaco para alojar todo o ninho (Aidar, 1999; Nogueira-Neto, 1997; Cortopassi-Laurino

& Nogueira-Neto, 2003). Esta facilidade para ocupagdo de locais variados, com



diferentes substratos para nidificagdo, proporcionou as abelhas Tetragonisca a
adaptacdo e inclusive a areas urbanizadas, o que ndo ocorreu igualmente para a maioria
das espécies de abelhas nativas (Aidar, 1997).

A espécie T. weyrauchi, possui nidificagdo diferente das outras espécies do
mesmo género constrdi seus ninhos em forquilhas de galhos de arvores. O ninho ¢
construido inteiramente de cerume, com pequenos furos nas paredes e respiraculo na
parte superior, o que permite o controle da ventilagdao interna e a dissipagao de calor. A
entrada do ninho esta localizada na sua parte inferior e corresponde a um pequeno tubo
de trés a quatro centimetros de comprimento e de um a dois centimetros de didmetro,
permitindo a passagem de varias abelhas a0 mesmo tempo (Cortopassi-Laurino &
Nogueira-Neto, 2003).

As abelhas do género Tetragonisca sao altamente eusociais. Costuma-se supor
que a divisdo do trabalho em todas as espécies da tribo Meliponini ¢ semelhante aquela
observada nas abelhas meliferas (Apini) com operarias de tamanho uniforme realizando
uma sequéncia de tarefas a medida que envelhecem (Sakagami, 1982; Quezada-Euan et
al., 2011). Porém recentemente foi descoberta um sistema de castas mais complexa em
duas espécies do género Tetragonisca (T. angustula e T. fiebrigi), devido a presenca de
um grupo pequeno de guardas de entrada, diferentes as forrageiras das mesmas colonias,
permitindo a diferenciacao da subcasta dos soldados (Grliter et al., 2017).

Esta subcasta desempenha fungdes de defensa do ninho, sdo 30 % mais pesadas
que as forrageiras, apresentam corpo, cabeca e as primeiras pernas maiores. Ter
soldados maiores ¢ benéfico para as colonias porque o tamanho do corpo esta
diretamente ligado a capacidade de luta dos guardas destas espécies, o que representa

um exemplo de uma adaptacao defensiva em abelhas sociais (Griiter ef al., 2017).

3. Caracteristicas das sensilas

As antenas sdo importantes Orgdos sensoriais, envolvidas na deteccdo de
estimulos ambientais e carregam muitos tipos de sensilas, que diferem em estrutura e
modalidade sensorial. Essas estruturas s3o comuns nas antenas ¢ em menor quantidade
em outras partes da cabega como maxilas e palpos labiais (De Bruyne & Baker, 2008),

nos tarsos e no aparelho ovipositor (Giannakakis & Fletcher, 1985).



Com base na morfologia, as sensilas sdo classificadas em diferentes tipos como:
sensilas tricoides, basicOnicas, placoides, celocOnicas, ampulaceas e campaniformes
(Keil, 1999; Hallberg et al., 2003).

As sensilas estdo envolvidas em uma multiplicidade de modalidades sensoriais,
como olfato, gustagdo, mecanorrecepg¢ao, termorrecepgdo e higrorrecep¢do (Hansson &
Stensmyr, 2011; Schneider, 1964). Cada tipo de sensila desempenha uma ou mais
funcdes. As sensilas placoides estdo relacionadas ao olfato (Ochieng et al., 2000); as
basicOnicas, a quimiorrecep¢do (Martini & Schmidt, 1984); as sensilas tricoides
apresentam fungdo quimio e mecanorreceptora (Agren & Hallberg, 1996; Mifbach et
al., 2011). Sensilas celoconicas e ampulaceas sdo sensiveis a temperatura ¢ umidade
(Al Ghamdi, 2006; Yokohari et al., 1982), enquanto que as campaniformes sao
termoreceptoras (Yokohari et al., 1982).

As sensilas ndo estdo distribuidas aleatoriamente nas antenas dos insetos
(Zacharuk, 1985; Chen, 2003) sendo que seu tipo, abundancia e distribui¢do dependem
da necessidade e da diversidade de seu comportamento (Fauchex et al., 2006). Sua
distribui¢ao pode ser um reflexo das pressoes de selegao sofridas pelas espécies. Dessa
forma, o sexo, a casta, hdbitos alimentares e locais que elas habitam sdo importantes
para a determinagdo dessa distribui¢do (Chapman, 1982; Chen, 2003).

Nos Hymenoptera as diferengas entre os tipos e ntimeros de sensilas estdo
presentes em cada grupo e variam de acordo com as espécies. Nas formigas Solenopsis
invicta foram encontrados seis tipos (Renthal et al., 2003), em Camponotus japonicus,
oito (Nakanishi et al., 2009), Apis mellifera possui oito tipos de sensilas (Frasnelli et al.,
2010) enquanto Melipona scutellaris possue sete (Nascimento et al. 2013; Carvalho et
al., 2017), em M. interrupta, M. seminigra e M. quadrifasciata foram encontrados até
treze tipos (Ravaiano et al., 2014; Campos, 2016).

Variacdes na quantidade e tipo de sensilas antenais podem ser usadas para
diferenciacdo interespecifica de insetos. Por exemplo, operdrias de Scaptotrigona
postica possuem um menor numero de sensilas placoides, ampulaceas e campaniformes
que operarias de A. mellifera (Stort & Moraes-Alves, 1998). Essa diferenciacdo também
pode ser vista entre subespécies de uma mesma espécie, como em machos de diferentes
subespécies de Apis africana (A. mellifera scutellata), italiana (A. mellifera ligustica) e
africanizada (4. mellifera mellifera), que possuem numeros diferentes de sensilas

campaniformes, ampulaceas e celoconicas (Stort & Moraes-Alves, 1999).



Nos insetos sociais, as diferengas entre os tipos, abundancia e distribui¢do das
sensilas também estdo associados a casta e ao sexo. Em formigas investigagdes
morfoldgicas e fisioldgicas mostraram que existe uma forte correlagdo entre os padrdes
de sensilas das antenas e as tarefas realizadas pelas diferentes castas da colonia
(Sheridan, 1996; Ozaki et al., 2005; Mysore et al., 2010). Os machos de 4. mellifera,
por exemplo, possuem maior nimero de sensilas placoides do que as operarias. Essa
diferenca pode ser justificada pelo fato de o macho utilizar essa estrutura na procura
pela rainha (Stort & Moraes-Alves, 1999). Nas formigas C. japonicus, as rainhas tém
mais sensilas nas antenas que as operarias (Nakanishi ef al., 2009). Em varias espécies
de abelhas sem ferrdo foram encontradas diferencas morfométricas das sensilas em
castas e sexos de M. quadrifasciata (Ravaiano et al., 2014) M. scutellaris (Carvalho et
al,. 2017), M. interrupta € M. seminigra (Campos, 2016). No género Tetragonisca,
somente a espécie 7. angustula, apresenta a descricdo dos tipos de sensilas (Fialho et
al., 2014), porém ndo se conhece os tipos de sensilas para as outras espécies deste
género e se existem diferencas entre os tipos de sensilas.

Nesse contexto, considerando a importancia do estudo das sensilas para elucidar
as questdes relacionadas com as diferencas morfologicas das espécies do género
Tetragonisca, neste estudo tivemos como objetivo geral examinar a morfologia das
sensilas antenais, assim como estabelecer quais sdo as carateristicas nos tipos,
distribuicdo e morfometria das sensilas antenais das trés espécies do género
Tetragonisca, visto que existem poucos estudos sobre as sensilas deste género. No
primeiro capitulo do presente trabalho, foram realizadas umas analises da morfologia,
numero e distribuicdo das sensilas na espécie 7. fiebrigi, para entender melhor a
distribui¢do destas estruturas nas antenas de individuos de diferentes sexos, castas e
subcastas desta espécie. Estas andlises auxiliam na compreensdo das relagdes dessas
estruturas com o comportamento das abelhas no meio ambiente, seus mecanismos de
comunicacao, € informagdes sobre como os recursos ambientais podem ser percebidos.
No segundo capitulo foram caracterizados os tipos e distribui¢do das sensilas presentes
em 7. weyrauchi e foram estimadas as diferencas morfométricas entre as sensilas
antenais das trés espécies deste género (7. fiebrigi, T. angustula e T. weyrauchi). Esta
ultima abordagem foi realizada com o proposito de analisar o grau de variabilidade das

sensilas e fornecer informagao sobre a taxonomia e relagdo entre as espécies.
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ABSTRACT

The antenna of the insects have cuticular structures called sensilla that play a pivotal
role in the perception of stimuli and in communication. The morphology of antennal
sensilla has been characterized in eusocial bees; however, there is little information on
bees of the genus Tetragonisca. Using scanning electron microscopy, 11 types of
antennal sensilla were identified in Tetragonisca fiebrigi: trichodea (ST, subtypes [-VI),
placodea, basiconica, coeloconica, ampullacea, and campaniformia. The largest
diversity of sensilla was observed in females. The STI was the most abundant, followed
by the placodea and the STII. The STI and the sensila placodea were more abundant in
males than females, while the STII were more abundant in workers. Significant
differences were found in the length of the different types of sensilla among the classes
of individuals, with these differences being greater for the STI in males and the STV in
queen; for the STII, STIII, and STIV in queen and workers; and for sensila placodea in
queens, workers, and soldiers. Multivariate analysis (PCA and UPGMA) showed that
the soldier subcaste was separated from the other females. This study advanced our
understanding of sensilla morphology, including the number and distribution of sensilla
across sexes and castes, and of the sensory structures of 7. fiebrigi. The results
presented provide relevant information for elucidating the communication mechanisms

of social insects.
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INTRODUCTION

The antennae of insects are vital sensory organs, which carry a variety of
cuticular structures called sensilla that differ in morphology and sensorial modality.
Sensilla are common in the antennae and different parts of the body, such as maxillary
and labial palps (De Bruyne & Baker, 2008), tarsus, and ovipositor apparatus
(Giannakakis & Fletcher, 1985). The type, abundance, and distribution of sensilla
depend on the species, behavior, chemosensory needs (Fernandes, Pimenta & Linardi,
2004; Fauchex et al., 2006) and geographic occurrence of individuals, possibly due to
the phenotypic plasticity, important to response to environmental changes (Esteban et
al., 2005; Euzébio, Martins & Fernandes-Salomao, 2013; Elgar et al., 2018).

Sensilla are involved in the detection of chemical, mechanical, and thermal
stimuli (Schneider, 1964; Hansson & Stensmyr, 2011). Based on their morphology and
function, sensilla are classified into different morphological types, e.g., trichodea,
basiconica, chaetica, coeloconica, placodea, ampullacea, campaniformia (Keil, 1999;
Nation, 2002). The trichodea, basiconica, and placodea sensilla are associated with the
reception of pheromones and other semiochemicals (Keil, 1997). The sensilla
basiconica are also associated with the perception of cuticle hydrocarbons (Getz &
Akers, 1993). The trichodea sensilla might also have mechanoreceptor functions (Agren
& Hallberg, 1996; Millbach, Harzsch & Hansson, 2011). Sensilla coeloconica and
ampullacea are sensitive to temperature and humidity (Yokohari, Tominaga & Tateda,
1982; Al Ghamdi, 2006), whereas sensilla campaniformia are thermoreceptors (Dietz &
Humphreys, 1971; Yokohari, 1983).

In social insects, the diversity of antennal sensilla varied according to species.
For example, in the ants Solenopsis invicta (Renthal et al., 2003) and Camponotus
Jjaponicus (Nakanishi et al., 2009) there are five and eight different types of sensilla,
respectively. In the bees Apis mellifera (Frasnelli et al., 2010), Melipona quadrifasciata
(Ravaiano et al., 2014) and Melipona scutellaris (Nascimento et al., 2013) there are six,
thirteen and seven different types of sensilla, respectively. Within the same species,
differences in terms of types and distribution of sensilla also may be related to caste and
sex or different tasks individuals perform in the colony (Sheridan, Iversen & Itagaki,
1996; Mysore, Shyamala & Rodrigues, 2010; Ravaiano et al., 2014; Wittwer & Elgar,
2018). For instance, males of A. mellifera have a higher number of sensilla placodea

than workers, allowing them to locate the queen (Esslen & Kaissling, 1976; Stort &
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Moraes-Alves, 1999). More recently, studies found differences in the type and number
of sensilla among castes and sexes of several species of stingless bees, including the
genus Melipona (Nascimento et al., 2013; Ravaiano et al., 2014; Campos, 2016;
Carvalho et al., 2017).

Stingless bees (Apidae; Meliponini) are highly eusocial insects that pollinate
wild and cultivated plants in tropical and subtropical regions. These bees exhibit
complex behaviors that depend on the communication among individuals of the colony.
In this context, chemical communication is essential for the functioning and
maintenance of the colony, caste transition, defense, and mating (Monnin, 2006;
Denison & Raymond-Delpech, 2008). Products of exocrine glands (including volatile
and non-volatile pheromones) of bees play a role in this communication (Engels ef al.,
1993; Katzav-Gozansky et al., 2001; Monnin, 2006). These products or pheromones are
recognized by antennal sensilla (Nation, 2002).

Considering the sensilla in stingless bees, the most well-known species are M.
quadrifasciata (De Moraes & Cruz-Landim, 1972; Ravaiano et al., 2014), M.
scutellaris (Nascimento et al., 2013; de Carvalho et al., 2017) and Scaptotrigona
postica (Stort & Barelli, 1981). There are few studies on the sensilla of Tetragonisca;
however, among the species of this genus, Tetragonisca angustula is the most studied
(Fialho et al., 2014; Dohanik et al., 2016). In the present work, the distribution and
types of sensilla were compared among different sexes and castes of Tetragonisca
fiebrigi by scanning electron microscopy (SEM). Tetragonisca fiebrigi (Schwarz, 1938)
has a complex caste system, consisting of caste and subcastes, divided into workers,
queens, and soldiers (Silveira, Melo & Almeida, 2002; Michener, 2007; Griiter et al.,
2017). The results provide an overview of the types, size, and a number of sensilla in
the antennae of this species and are complementary for further physiological and
behavioral studies on 7. fiebrigi and other Tetragonisca species, and will be useful for

the future study of taxonomic and phylogenetic analysis of the genus.
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MATERIAL AND METHODS

1. Samples

The analyses were made with twenty-two 7. fiebrigi individuals including
fourteen workers, four males, two soldiers, and two queens sampled from different

colonies collected from different localities and preserved in 96% ethanol.

2. Scanning electron microscopy (SEM)

The right antennae were dehydrated in a graded ethanol series (50-100%) and
transferred to Hexamethyldisilazane (HMDS). The antennae were mounted on
aluminum stubs and coated with gold powder. Samples were analyzed using the
scanning electron microscopy (SEM) (LEO VP1430) at the Nucleo de Microscopia e
Microanalises at UFV (NMM/UFV).

3. Analysis of the surface of the antennal flagellum

The sensilla from the dorsal surface of the antennal flagellum were classified
according to previously described morphological criteria (Marques-Silva et al., 2006;
Nakanishi et al., 2009; Frasnelli et al., 2010; Ravaiano et al., 2014) and counted in a
fixed-size area of 230 x 230 pixels for flagellomere using the Adobe Photoshop 7.0
program. The sensilla trichodea type V and VI were only present at the tip of the last
flagellomere. Sensilla length was measured using the Image ProPlus 4.5 program
(Ravaiano et al., 2014). We choose studying the dorsal surface of the antenna of T.
fiebrigi because, as previously reported for other bees, sensilla are in higher numbers
and diversity in the dorsal surface of antennae (Ravaiano et al., 2014; Carvalho ef al.,
2017; Gonzalez-Vaquero & Galvani, 2016; Galvani ef al., 2017). In our case, there were
fewer sensilla (two types of both sensilla trichodea and sensilla placodea) in the ventral
surface of the antenna in comparison to the dorsal surface, and only one subtype of
sensilla trichodea in the pedicel of all classes of individuals of T. fiebrigi (Supporting

information).
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4. Statistical analysis

Data of the length (um) and a number of sensilla for each of the antennal
flagellomeres and class of individuals were considered for the statistical analyses.
Descriptive statistics were performed using the program jamovi v. 0.9 (Jamovi project,
2018). As the data did not show a normal distribution by the Shapirok-Wilk test, non-
parametric ANOVA  Kruskal-Wallis, and the Dwass-Steel-Critchlow-Fligner
comparison tests were performed using the program jamovi project v. 0.9 (Jamovi
project, 2018). The results were considered statistically significant at p < 0.05.

The boxplots graphs generated with the software JASP v 0.8.5.1. were made using
the median (Team, 2018). To determine the separation of castes due to sensilla, the
morphometric data were analyzed by a principal components analysis (PCA) and cluster
analysis method (UPGMA), using Manhattan distance matrices for dissimilarity
measurements and the software PAST (Hammer, Harper & Rian, 2016) for the

estimations.
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RESULTS

1. Antennal morphology

The antennae of 7. fiebrigi were of the geniculate type, composed of the scape,
pedicel, and flagellum, and subdivided into flagellomeres (Fig. 1). The number of
flagellomeres varied with sex, with females having 10 flagellomeres (Fig. 1A) and

males having 11 (Fig. 1B).

2. Morphological characteristics of sensilla

Based on the morphological characteristics, eleven types of sensilla were
identified on the dorsal surface of antennal flagellum of 7. fiebrigi females (i.e.,
workers, soldiers, and queens): sensilla trichodea (ST), subtypes I to VI, placodea (SP),
basiconica (SB), campaniformia (SCp), coeloconica (SCo), and ampullacea (SA). In
males, only eight types of sensilla were present: ST of subtypes I to VI, SP and SCp.
The greatest diversity in sensilla was observed in the last the distal end of the flagella

for both sexes, in the last flagellomere of both females (F10) and males (F11) (Table 1).

2.1 Sensilla trichodea (ST) subtypes (I to VI)

This sensillum were inserted into small circular depressions and were present in
all flagellomeres (F). Due to morphological variations, ST were divided into six
different subtypes (I to VI) that were present in all classes of individuals (Figs. 2B-D,
3A-C, 4A-C), and no pores were seen on their surface under high magnificence of SEM
(Figs. SA-F, 6D).

The ST I were shaped like a lance and inclined towards the tip of the antenna,
and they were the most abundant sensilla with uniform distribution in the flagellomeres
(Figs. 2D, 3A, 4B, 5A, 6D), except F1, where they are not observed. This subtype of
sensilla was more abundant in males, followed by queens and workers. The lowest
number of STI was found in the soldiers (Table 2, Fig. 7). The length of STI was greater
in males, followed by queens and workers (p < 0.05). Shorter STI were present in

soldiers (Table 3, Fig. 8).
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STII were similar to STI with respect to the inclined base; however, STII were
thinner than STI (Figs. 2D, 3A, 4B, 5B, 6D). STII were the second most abundant
subtype of sensilla among ST and the third most abundant when compared to other
types. They were present from the second to the last flagellomere. There were more
STII present in workers, queens, and soldiers than in males (p < 0.05, Table 2, Fig. 7).
This sensilla was longer in queens (p < 0.05) and shorter in males and soldiers (Table 3,
Fig. 8).

STIII were flattened laterally (sickle-shaped) and were exclusively found in the
latter half of F1 (Fig. 2B, 4A, 5C). There were no differences in the number of STIII
among the different classes of individuals (y*> = 0,057, df = 3, p > 0.05) (Table 2).
However, STIII were longer in queens, followed by workers (p < 0.05), and were
shortest in males and soldiers (Table 3, Fig. 8).

STIV were straight, tilted to the tip of the antenna with the presence of
longitudinal grooves, and were only present in F1 (Figs. 2B, 3B, 4A, 5D). There were
no differences in the number of STIV among the different classes of individuals (y* =
0.056, df =3, p > 0.05) (Table 2). However, the longest STIV were found in the queens,
followed by the workers (p < 0.05) (Table 3, Fig. 8). The shortest STIV were present in
males and soldiers (Table 3, Fig. 8).

STV were found in the last flagellomere of all classes of individuals. The base of
STV was perpendicular to the antennal cuticle, and the tip was tilted (Figs. 2C, 3C, 4C,
5E). There were no significant differences in the number of STV among individuals (>
=0.089, df = 3, p > 0.05) (Table 2). However, STV were longer in queens (p < 0.05),
and were of similar length in males, workers, and soldiers (p > 0.05) (Table 3, Fig. 8).

STVI were straight, perpendicular to the antennal cuticle, and were found in the
last flagellomere of females and males (Figs. 2C, 3C, 4C, 5E). The number of STVI was
similar among the different classes of individuals (y*> = 0.044, df = 3, p > 0.05) (Table
2). The largest STVI were found in queens, with the number of STVI differing (p <
0.05) among males, workers, and soldiers, which had the smallest STVI (Table 3, Fig.
8).

2.2 Sensilla placodea (SP)

SP were flat discs that were surrounded by a groove and had a slight depression

in the center. They were found in all flagellomeres, except F1 (Figs. 2D, 3A, 4A, 4B,
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SF, 6C). SP were the second most abundant type of sensilla in the 7. fiebrigi antennae,
being twice as abundant in males as in females (Table 2, Fig. 7). Among females, the
highest number of SP were present in workers (p < 0.05) (Table 2, Fig. 7). In contrast,
longest SP was found in females compared to males (p < 0.05) (Table 3, Fig. 7).

2.3 Sensilla basiconica (SB)

SB were thick and straight (Figs. 2D, 3C, 5F, 6B). They were found exclusively
in females F10 (Table 1). The numbers of SB were similar among the classes of females
(p > 0.05) (Table 2). SB were longer in queens and differed from workers and soldiers

in length (p < 0.05) (Table 3, Fig. 7).

2.4 Sensilla campaniformia (Scp)

SCp were round bell-shaped, with a prominent cuticle and a depression at the
edges (Figs. 2C, 3C, 4C, 5E, 6A). SCp were only found in the last flagellomere of
females (F 10) and males (F 11). The numbers of SCp were similar among the all
classes of individuals (p > 0.05) (Table 2), and they were longer in females than males

(p <0.05) (Table 3, Fig. 7).

2.5 Sensilla coeloconica (SCo) and sensilla ampullacea (SA)

SCo and SA were very similar to each other, being small, slightly rounded, and
formed from the cavities of the cuticle, these sensilla were only present in small
numbers at the distal end of females F10, (Figs. 2C, 3C, 6D). The numbers of SCo and
SA were similar among the all classes of individuals (p > 0.05) (Table 2). SCo were
larger than SA. SCo were larger in diameter in queens and soldiers, differing from
workers (p < 0.05). In comparison, SA had a similar diameter among females (p > 0.05)

(Table 3).

3. Cluster analysis using Manhattan distance

The UPGMA cluster analysis using the Manhattan distance produced a high

Cophenetic Correlation Coefficient (0.966), with individuals being separated into four
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groups: workers, soldiers, queens, and males (Fig. 9). Among females, workers and
soldiers were more similar to a distance of 28, followed by queens joining at a distance
of 52. The males were the most different because they had the greatest dissimilarity

distance about females.

4. Principal components analysis

The first three principal components explained 92.96% of the morphological
variation ought to sensillum (component 1: 64.62%, component 2: 19.06%, and
component 3: 9.28%). The first component represented the variability of sensillum due
to sex, separating males from females. The second component explained the separation
between queens and workers. The third component explained the separation between
queens and workers from soldiers (Figs. 10A-C).

The loading plots graphics for the three principal components showed that the
sensilla with greater contribution to variability for the first component in terms of
number were STI, STII, and SP and in terms of length were STI, SP, and SB (Fig. 11A).
The sensilla with greater contribution to variability for the second component in terms
of number were S TI, STII, STIII, STV, and STVI and in terms of length were the
STIII, STIV, STV, and STVI (Fig. 11B). Finally, the sensilla with greater contribution
to variability for the third component in terms of number were STI and STII and in

terms of length were STIV, STV, and SB (Fig. 11C).

21



DISCUSSION

This study provided a comparative analysis of the morphology and distribution
of the sensilla of the dorsal surface of the antennal flagellomeres of T. fiebrigi. We
found that the different types of sensilla exhibited considerable morphometric variation
that allows differentiating among castes, subcastes, and sexes. The antennal
organization of T. fiebrigi is similar to the antennae of other eusocial hymenopterans
including bees, with the antenna subdivided in scape, pedicel, and flagellum. The
antenna is composed of 10 flagellomeres in females and 11 flagellomeres in males
(Esslen & Kaissling, 1976; Marques-Silva et al., 2006; Nakanishi et al., 2009; Euzébio
et al. 2013; Ravaiano et al., 2014; Carvalho et al., 2017). This variation between males
and females was also observed in terms of the number of sensilla on the flagellum of T.
fiebrigi, as reported for M. quadrifasciata and M. scutellaris (Ravaiano et al., 2014;
Carvalho et al., 2017).

The different types of sensilla found in the flagellomeres antennae of 7. fiebrigi
is also present in the same antennal portion of other bees, such as A. mellifera (Frasnelli
et al., 2010), T. angustula (Fialho et al., 2014), M. quadrifasciata (Ravaiano et al.,
2014), M. scutellaris (Carvalho et al., 2017), Melipona interrupta, Melipona seminigra
(Campos, 2016) and several ants species (Renthal et al., 2003; Nakanishi et al., 2009).
These types of sensilla are conserved among social Hymenoptera. However, the
distribution pattern of the SCo, SA, SCp, and SB is different in 7. fiebrigi in comparison
to the above mentioned species because these sensila are only present in the distal
flagellomere of the antenna unlike the other species, where these sensilla are distributed
found in other flagellomeres. The implications of this difference in sensila distribution
in the stingless bee behavior is something to be explrored in future works.

The high diversity of sensilla observed at the antenna tip of the females and
males (F10 and F11, respectively) of T. fiebrigi is in accordance with the study of the
antenna of Melipona species that have a similar sensilla diversity in this region
(Ravaiano et al., 2014; Carvalho et al., 2017). This high diversity of sensilla could
allow a better recognition of specific olfactory stimuli, such as pheromones due to the
presence of a greater number of sensilla with chemoreceptor function, such as SB, SP,
and ST (Keil, 1997; Chen, Zhao & Kang, 2003; Yan ef al., 2011; Zhang et al., 2013).
This diversity may favor communication between individuals inside the colony,

particularly during the processes of provisioning and oviposition (POP) (Sakagami &
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Oniki, 1963). The presence of SCo, SA, and SCp only at the tip of the antenna could
favor a greater perception of external stimuli since this area is the most exposed (Silva
et al., 2010). It has been shown that these sensilla are involved in the detection of
humidity, temperature, and CO, in beetles and dragonflies (Must ef al., 2006; Rebora et
al., 2007).

Similarly to other species of Melipona, the ST are polymorphic and are the most
abundant type of sensillum found in dorsal surface of the flagellum of 7. fiebrigi
(Ravaiano et al., 2014; Campos, 2016). In general, chemoreceptor functions for the
perception of pheromones and volatile semiochemicals have been attributed to these
types of sensilla (Keil, 1997; Ma & Du, 2000). Among the sensillum subtypes, STI are
larger and more abundant in males than in females of 7. fiebrigi. Several studies have
shown that olfactory sensory neurons (OSNs) that detect sex pheromones are located in
the long trichodea of males (Hansson et al., 1995; Ebbinghaus ef al., 1997), suggesting
a chemoreceptor function for ST necessary for mating, social recognition, and foraging
(Zacharuk, 1985; Shanbhag, Miiller & Steinbrecht, 1999). In addition, males of the
Meliponini species also forage for short periods immediately after leaving the colony
(Velthuis, Koedam & Imperatriz-Fonseca, 2005), which might explain the increased
number of STI in 7. fiebrigi males. As well as, ST in 7. fiebrigi are larger in males than
in females, which might corroborate the supposed olfactory capacity of drones of
Meliponini to the detect mating pheromones (Engels et al., 1997; Fierro et al., 2011,
Verdugo-Dardon et al., 2011).

The STII was the second most abundant and the shortest sensillum subtype
across the dorsal surface of the flagellum of 7. fiebrigi, being more abundant and longer
in workers and queens in comparison to males. This pattern is similar for males and
females of M. quadrifasciata and M. scutellaris , that presented the sensilla trichodea
(STII) (Ravaiano et al., 2014) and the sensilla trichodea (Tb) (Carvalho et al., (2017).
Some bees of the Tribe Emphorini had similar sensilla to STII, named trichodea B
(STB), a non-porous sensilla (Galvani ef al., 2012). Assuming that STII can act as both
olfactory and mechanoreceptors, it could be speculated that the higher abundance and
lenght of STII in females might be related to the detection of allowing for the
recognition of individuals within a colony (Onagbola et al., 2009; Wenninger et al.,
2009).

The number of STIII, STIV, STV, and STVI did not differ among the different
classes of T. fiebrigi. However, they are different in length. The sensillum STIII, STIV,
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and STV were the longest in queens and workers. Maybe these sensilla might enhance
the olfactory capacity of these two females. Long ST in the antenna of S. litforalis
responded to the components of the sexual pheromone produced by the female (Page &
Peng, 2001; Binyameen et al., 2012).

The SP was the second most abundant sensilla, being almost twice as abundant
in males as compared to females, similar to that reported for other eusocial bees (Stort
& Moraes-Alves, 1999; Ravaiano et al., 2014) and bees of the tribe Emphorini (Galvani
et al., 2012). These sensilla are described as being olfactory in some Hymenoptera
(Ochieng et al., 2000; Al Ghamdi, 2006; Spaethe et al., 2007). For example, in Bombus
terrestris, higher amounts of SP are associated with greater olfactory acuity (Spaethe et
al.,2007). A higher number of SP in 7. fiebrigi males, as observed in the present study,
would facilitate the detection of female pheromones (Stort & Moraes-Alves, 1999;
Ochieng et al., 2000). Among 7. fiebrigi females, the workers presented a high number
of SP, which might improve olfaction in these individuals. SP length was greater in 7.
fiebrigi females than in the males, as described in other eusocial bees Cruz-Landim
(2009).

The SB was exclusive to 7. fiebrigi females, similarly to other species from the
tribe Meliponini. On the other hand, these sensilla were only present at the tip of F10
and not in all the F10 as in the other species of the same tribe (Fialho et al., 2014;
Ravaiano et al., 2014; Campos, 2016; Carvalho et al., 2017). Similar numbers of SB
were found among the female castes of 7. fiebrigi. However, the main difference was
related to their length, being longer in queens than for soldiers and workers. Olfactory
functions were attributed to SB, which was involved in the detection of pheromones and
volatile semiochemicals (Keil, 1997). In ants, these sensilla are sensible to cuticular
hydrocarbons, allowing for the recognition of individuals within the colony (Ozaki et
al., 2005; Nakanishi et al., 2009), therefore, we speculate that in Meliponini SB could
perform the same function.

The distribution of SCp was restricted to F10 or F11 in all classes of individuals
of T. fiebrigi. This limited distribution is conserved in other Meliponini, including
species of the genus Melipona (Ravaiano et al., 2014; Carvalho et al., 2017). SCp are
considered as thermoreceptors, hygroreceptors, and CO2 detectors (Dietz &
Humphreys, 1971). However, only the thermoreception function was confirmed for 4.

mellifera (Must et al., 2006). Although the function of the SCp has not yet been
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reported for 7. fiebrigi, it is possible that they act as thermoreceptors in females, due to
the longer length and its presence at the antennal tip.

SA and SCo were sparse and were found close to each other in the F10 of the
dorsolateral region of females of 7. fiebrigi, as described for M. quadrifasciata
(Ravaiano et al., 2014). These sensilla sense temperature and humidity (Kuwabara &
Takeda, 1956; Yokohari, Tominaga, & Tateda, 1982; Rebora et al., 2007). Though,
electrophysiological and ultrastructural studies have shown that the SA are also
receptors for CO2 (Lacher, 1964). The presence of these sensilla only in 7. fiebrigi
females could be considered as a result of the division of labor and could enhance
sensorial tasks with a direct impact on colony maintenance (Kleineidam & Tautz, 1996).
In contrast to 7. fiebrigi and M. quadrifasciata, SA and SCo have been found in both
sexes of other Meliponini species (Ravaiano et al., 2014; Fialho et al., 2014; Campos,
2016).

The morphometric variance, analyzed through the PCA, separated males from
females because those sensilla that were highly variable for the first component were
those that showed extreme values of sensilla number or length for males in contrast with
females. This group of sensilla (STI, STII, SB and SP) is supposedly related to olfactory
perception (Hansson et al., 1995; Keil, 1997; Spaethe et al., 2007; Binyameen et al.,
2012). The variability considering the second component separated the queen
differences across other females (i.e., workers and soldiers). The queens show a highter
mean values for the number and length of sensilla (STI, STII, STIII, STIV, STV, STVI)
than the other two castes. This is a group of sensilla that sense both chemical and
physical (Agren & Hallberg, 1996; Page & Peng, 2001; MiBbach, Harzsch & Hansson,
2011; Binyameen et al., 2012) stimuli related to interaction of the bees with the
environment.

When considering the number and length of antennal sensilla, 7. fiebrigi females
differed from the males, with separation occurring among the different castes of
females. This distribution resulted from the different functions that males and females
play in the colony, and might be influenced by stimuli perceived by the antennal sensilla
(Ravaiano et al., 2014). Greater diversity of the sensilla was observed in female castes.
In this case, the females share exclusive sensilla that could help them to recognize other
members of the colony and help maintain the colony organization. In addition, the
separation between female castes might reflect the different functions they play. The

queen is responsible for laying the eggs, producing pheromones that control the workers
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and maintaining colony stability. In comparison, the workers are responsible for
maintaining the colony and performing various activities, such as offspring care, food
collection, and cleaning and provisioning of the breeding cells (Michener, 1974;
Laidlaw, 1992; Page & Peng, 2001).

The greater length of the sensilla of soldiers allowed their separation from the
other females (i.e., workers and queens). The soldiers perform defense tasks and are
present in several species of stingless bees, being more robust than the other females
(Griiter et al., 2017). The results presented here show that these differences also occur at
the microanatomical level, as in the case of sensilla. These differences in the sense
organs of soldiers require further study to improve our understanding of the social
complexity of bees, which require an efficient system of communication among

individuals.
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CONCLUSION

This study is the first to describe the morphology of the antennal sensilla in 7.
fiebrigi, contributing with new information on these sensory structures of stingless bees.
The information obtained is a useful tool that let us identify based on the antennae
morphology the four different classes of individuals of 7. fiebrigi. The eleven sensilla
types found in this species diverged among workers, queen, soldiers, and males. The
morphological differences found in the antennae of the different classes of 7. fiebrigi
might be related to the functions that individuals perform in the colony. Further
investigation is required to understand the mechanisms of communication in social
insects, like research on electrophysiology and fine structure of the sensillum to

understand accurately the role of classes on developing nest tasks.
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TABLES

Table 1. Distribution of sensilla on the dorsal surface of the antennae of

Tetragonisca fiebrigi

Class Flagellomere

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Workers ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST

SP SP SP SP SP SP SP SP SP

SB

SA

SCo

SCp

Soldiers ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST

SP SP SP SP SP SP SP SP SP

SB

SA

SCo

SCp
Males ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST
SP SP SP SP SP SP SP SP SP SP
SCp

Queens ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST
Sp SP SP SP SP SP SP SP SP
SB
SA
SCo
SCp
ST = sensilla trichodea (including types I to VI), SP = sensilla placodea, SB =

basiconica sensilla, SA = sensilla ampullacea, SCo = sensilla coeloconica, SCp =

sensilla campaniformia
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Table 2. Number of sensilla (mean and standard error mean) in the antennal segments of Tetragonisca fiebrigi. Different letters in the same column

indicate significant statistical differences by the Dwass-Steel-Critchlow-Fligner test (p < 0.05).

Class STI STII STIII STIV STV STVI SP SB SCp SCo SA
Male 46,3 (£2,53)a 3,98 (£037)c 4,55(*2,19)a 1,05@*050)a 2,7 (*1,30)a 1,4 (:0,68)a 28,8 (*1,58)a - 0,30 ( 0,15)a - -
Queen 42,6 (£3,40)b 9,95(=1,06)b 505 (£3,48)a 2,65(£1,82)a 69 (+4,75a 3,7(x2,55a 10,6(£9,16)c 13(£090)a 0,55 (£038)a 0.55(=039%a 0.4 (x0.27)a
Worker 414 (£1,23)b 13,7 (£0,56)a 6,94 (+1,77)a 1,96 (£0,51)a 4,84 (x121)a 2.1 (£0,55)a 13.8(£043)b 1,77 (x0,46)a 0,51 (£0,13)a 038 (£0.099)a 0.4 (+0.114)a
Soldier 31,3(£2,50)c 98(xLI11)b 6,1 (x420)a 1,15(£0,83)a 55(£3,79a 22(£1,52)a 112(£095)c 155 1,08)a 0,50 (£0,35)a 0.45(£0.312)a 0.35 (+ 0.244)a
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Table 3. Length of the sensilla (mean and standard error mean) of the antennal segments of Tetragonisca fiebrigi. Different letters in the same

column indicate significant statistical differences by the Dwass-Steel-Critchlow-Fligner test (p < 0.05).

Class STI STII STIII STIV STV STVI SP SB SCp SCo SA

Male 19,6 (#027)a 9,17 (*020)c 11(£032)c 10,5(:0,22)c 11,3(*0.20)b 13,4 (=037)b 11,8 (=0,19)b - 0,47(+ 0,12)b - -
Queen 16,1 (:023)b 10,5(x024)a 18(*043)a 17,6(£0,57)a 17,3 (£0,33)a 224 (+0,57)a 151 (*030)a 12(:032)a  1,58(+0,34)a 0,89 (£0,17)a 0,32 (+0,09)
Worker 158 (£0,15)b 9,83 (+0,100b 11,9 (*0,13)b 11,2(:0,13)b 112(£0,13)b 122 (£0,13)c 152 (£0,14)a 10,4 (£ 0,15b 0,95 0,09 041 (+0,05b 0,19 (£0,02 )a
Soldier 152 (+0,40)c 8,83 (£0,30)c 11,1 (:028)c 10,1 (£0,20)c 11,6(£0,30)b 11.9(£026)c 15,1 (:043)a 10(£0,28)b 0,77 (£0,18)a 0,64 (20,17 )a 021 (£ 0,07)a
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FIGURES

Figure 1. Scanning electron micrographs of the dorsal surface of Tetragonisca fiebrigi
antennae, showing the scape (S), pedicel (P), and flagellum (F) subdivided into 10

flagellomeres in the queen (A) and 11 flagellomeres in the male (B).
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Figure 2. Scanning electron micrographs showing details of the dorsal antenna surface
of a queen of Tetragonisca fiebrigi. A: proximal part of the antenna with the scape and
flagellomere 1 (F1). B: Sensilla trichodea III (STIII) and sensilla trichodea IV (STIV) in
F1. C: Tip of the antennae (F10) with sensilla trichodea V and VI (STV and STVI),
sensilla ampullacea (SA), sensilla coeloconica (SCo), and sensilla campaniformia
(SCp). D: Sensilla placodea (SP), basiconica (SB), sensilla trichodea I (STI), and
sensilla trichodea II (STII) in F10.
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Figure 3. Scanning electron micrographs showing details of the antennal sensilla of
Tetragonisca fiebrigi. A: Proximal part of the antenna of a worker with the scape,
sensila trichodea type I and II (STI and STII), sensilla placodea (SP). Flagellomeres 1
and 2 (F1 and F2). B: Sensilla trichodea type V (STIV) in the F1 of a soldier. C: Tip of
the antenna (F10) with sensilla trichodea type V and VI (STV and STVI), sensilla
basiconica (SB), sensilla coeloconica (SCo), sensilla ampullacea (SA), and sensilla

campaniformia (SCp).
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Figure 4. Scanning electron micrographs showing details of the antennal sensilla in
Tetragonisca fiebrigi males. A: Proximal part of the antenna, flagellomere 1 (F1),
showing sensilla trichodea of the types III and IV (STIII and STIV) and flagellomere 2
(F2) with sensilla placodea (SP). B: Sensilla trichodea of types I and II (STI and STII)
and sensilla placodea (SP) in F2. C: Tip of the antenna (F10) with sensilla trichodea of
types V and VI (STV and STVI) and sensilla campaniformia (SCp).
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Figure 5. Scanning Electron Micrographs (SEM) from dorsal side of antennae of
Tetragonisca fiebrigi. A: sensilla trichodea I (STI) of male bee B: Sensilla trichodea 11
(STII) of male bee C: Sensilla trichodea III (STIII) of soldier bee D: Sensilla trichodea
IV (STIV) with longitudinal grooves arranged in a helical fashion (arrowhead) of
soldier bee. E: Flagellomere 10 showing sensilla trichodea V (STV), trichodea VI
(STVI) and sensilla campaniformia Scp of a worker bee. F: Sensilla basiconica (SB)

and sensilla placodea (SP) of a worker bee.
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Figure 6. Scanning electron micrographs showing details the tip flagellomere 10 of the
dorsal antenna surface of a queen of Tetragonisca fiebrigi. A: Sensilla campaniformia
(Scp), B: Sensilla basiconica (SB). C: Sensilla placodea (SP). D: Sensilla trichodea I
(STI), Sensila trichodea II (STII), sensilla ampullacea (SA) and sensilla coeloconica

(SCo).
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CAPITULO 2
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Diferenciacio morfométrica de sensilas antenais de operarias de Tetragonisca
angustula, Tetragonisca fiebrigi e Tetragonisca weyrauchi (Hymenoptera: Apidae

Meliponini

Resumo

A morfologia, quantidade e distribuicdo das sensilas da regido dorsal dos flagelos
antenais foram comparados em trés espécies do género Tetragonisca: T. angustula,
T. fiebrigi e T. weyrauchi, utilizando as imagens de microscopia eletronica de
varredura. Também foram caracterizados os tipos e distribuicdo das sensilas em T.
weyrauchi. Onze tipos de sensilas foram encontrados na superficie dorsal das antenas
das trés espécies: sensilas tricoides (ST; com os subtipos STI, STII, STIII, STIV,
STV, STVI), sensilas placoides (SP), sensilas basiconicas (SB), sensilas
campaniformes (SCp), sensilas celoconicas (SCO) e sensilas ampuldceas (SA). As
sensilas possuem igual localizagdo nos flagelomeros nas trés espécies analisadas,
demonstrando que as caracteristicas das sensilas no género Tetragonisca sio
similares entre espécies proximas. Variagdes no tamanho e nimero das sensilas
antenais foram encontradas nas trés espécies, sendo mais pronunciadas as diferengas
encontradas em 7. weyrauchi com relacdo a 7. angustula e T. fiebrigi, permitindo a
separacao completa de 7. weyrauchi das outras duas, em todas as andlises
multivariadas realizadas. 7. angustula e T. fiebrigi compartilham semelhangas entre
os caracteres das sensilas, sugerindo que as espécies sdo de separagdo filogenética

recente e que ainda conservam caracteres ancestrais.
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INTRODUCAO

As Abelhas do género Tetragonisca, sdo insetos eusociais da tribo Meliponini,
amplamente distribuidas nas regides Nedartica e Neotropical (Moure ef al., 2007). Este
género estd composto por quatro espécies, Tetragonisca angustula, T. fiebrigi, T.
weyrauchi e T. buchwaldi (Camargo & Pedro, 2013), das quais no Brasil estdo presentes
as trés primeiras espécies. Sendo que 7. weyrauchi apresenta distribui¢do restrita para
determinadas regides (Cortopassi-Laurino & Nogueira-Neto, 2003; Moure ef al., 2007,
Camargo & Pedro, 2007), com relagdo a 7. angustula que esta amplamente espalhada
pela América do Sul incluindo Brasil, Coldmbia, Equador e Peri e América Central,
enquanto que 7. fiebrigi esta restrita a Argentina, Bolivia, Brasil (Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Parand, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo) e Paraguai (Camargo & Pedro
2007).

Entre as espécies mais estudadas do género Tetragonisca encontram-se: T.
angustula e T. fiebrigi (Camargo & Pedro, 2007) anteriormente consideradas
subespécies de 7. angustula, (T. angustula angustula e T. angustula fiebrigi), porém
ainda existem problemas em relagdo a sistematica do género e alguns autores
consideram que sdo subespécies (Francisco et al., 2014), embora muito semelhantes
morfologicamente, as populagdes destas espécies sdo geneticamente heterogéneas
(Francisco ef al., 2017). Sugerindo ser na verdade um complexo de espécies ja que tem
introgressao entre suas populagdes (Francisco et al., 2014).

As abelhas deste género sdo de pequeno porte, de cor amarela e suas antenas sao
importantes 6rgdos sensoriais, que estdo cobertas por unidades estruturais basicas
chamadas de sensilas que atuam na detec¢ao de sinais quimicos, térmicos € mecanicos
do ambiente externo (Chapman et al., 2013).

O conjunto de sensilas dos insetos apresenta uma notavel diversidade
morfoldgica, neste sentido a classificacdo dos tipos de sensila em insetos ¢ feito com
base na morfologia cuticular apoiado por estudos de ultraestrutura e eletrofisiologia,
sendo classificadas em varios tipos (Schneider 1964; Fialho et al., 2014; Chapman et
al., 2013; Ravaiano et al., 2014), entre os tipos mais comuns encontramos as tricoides,
placoides, basiconicas, celocOnicas, ampulaceas e campaniformes.

As sensilas dos insetos apresentam diferencas morfoldgicas consideraveis, que
sugerem que nao estdo distribuidas aleatoriamente (Zacharuk, 1985). O tipo, abundancia

e distribuicdo de sensilas nas antenas do inseto dependem da necessidade de seu
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comportamento (Fauchex et al., 2006). O padrao das sensilas pode refletir o impacto das
pressdes de selecdo interagindo no sentido do tamanho do individuo, estagios de
desenvolvimento, sexo, alimentagdo e habitats (Chapman, 1982).

O estudo da variabilidade das sensilas tem contribuido ao desenvolvimento da
sistematica de alguns grupos. Por exemplo, a distribuicdo e a densidade das sensilas
foram sugeridas como caracteres valiosos em estudos filogenéticos em formigas
(Walther, 1983) e na identificagdo sistematica de espécies cripticas do subgénero
Corynura (Hymenoptera: Halictidae) (Gonzéalez-Vaquero & Galvani, 2016). A variagao
entre o comprimento e a abertura do poro da sensila placoide também tem sido util para
apoiar na identificagdo das relacdes evolutivas em vespas parasitas (Hymenoptera:
Braconidae) (Barlin & Vinson, 1981). Diferentes padrdes de sensilas tém sido propostos
como uma chave para identificar machos nas abelhas do género Sphecodes
(Hymenoptera: Halictidae) com base apenas na presenca e distribui¢do dos diferentes
tipos de sensilas (Agren & Svensson, 1982).

Em alguns casos, diferencas morfologicas das sensilas podem ser detectadas
entre espécies do mesmo género como, tem sido apresentado em espécies parasitas
do género Sphecodes (Halictidae) (Agren & Svensson, 1982). Entre espécies de
moscas (Trichoptera: Philopotamidae) as sensilas apresentaram variabilidade
dimensional e estrutural (Melnitsky et al., 2018). Diferencas na distribuicao e
estrutura das sensilas também tém sido encontrado entre espécies recentemente
divergentes do género Rhyacophila (Trichoptera: Rhyacophilidae) (Valuyskkiy et al.,
2017).

Em abelhas eusociais o nimero e tipos das sensilas também varia entre as espécies
como exemplo em Apis mellifera (Frasnelli et al., 2010), Melipona scutellaris
(Nascimento et al., 2013), e Melipona quadrifasciata (Ravaiano et al., 2014) que
possuem seis, sete e até treze tipos de sensilas, respectivamente. Em vérias espécies da
tribo Meliponini tem sido observada diferencas na distribuicdo e os tipos de sensilas
antenais (Fialho et al., 2014). Variagdes morfométricas das sensilas foram encontradas
entre castas e sexos em varias espécies do género Melipona como: M. quadrifasciata
(Ravaiano et al., 2014) M. scutellaris (Carvalho et al., 2017), M. interrupta e M.
seminigra (Campos, 2016), além disso, dependendo da distribuicdo geografica,
variagdes tem sido encontradas nas sensilas entre populagdes de M. scutellaris de

diferentes altitudes (Nascimento et al., 2013).
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No género Tetragonisca, ja foram descritos os tipos de sensilas em 7. angustula
(Fialho et al., 2014) e em T. fiebrigi (Juris et al., submetido), sendo detectadas
diferencas nos tipos e distribuicdo das sensilas dos flagelomeros, porém para 7.
weyrauchi as sensilas ainda ndo foram estudas e muito menos comparadas com as
sensilas das outras duas espécies. O exame das sensilas antenais ¢ uma ferramenta util
para a sistematica de abelhas especialmente para a identificagdo de espécies cripticas,
quando diferentes padrdes de distribuicdo e abundancia estdo presentes (Gonzdlez-
Vaquero & Galvani, 2016). Neste sentido, no presente trabalho apresentamos o primeiro
estudo comparativo da morfometria das sensilas antenais de trés espécies do género
Tetragonisca com o intuito de analisar as diferencas morfométricas das sensilas e

fornecer informagdo sobre a taxonomia e relagdo entre as espécies do género.
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MATERIAL E METODOS

1. Espécies estudadas

O estudo da morfometria e distribui¢do das sensilas antenais, foram realizados
com operarias adultas de 7. angustula, T. fiebrigi e T. weyrauchi obtidas da cole¢ao
do laboratorio de Biologia Molecular de Insetos da Universidade Federal de Vigosa
(Vicosa, Minas Gerais, Brasil). As operarias foram coletadas manualmente em
diferentes regides do Brasil (Figura 1) e conservadas em etanol 96%. No total, 78
operarias foram utilizadas, sendo dois individuos por colonia de 21 colonias de T.

angustula, 14 colonias de T. fiebrigi e 4 colonias de T. weyrauchi (Tabela 1).

2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Foram retiradas as antenas de do lado direito cada individuo e desidratadas em
séries crescentes de etanol (de 50% até 100%). As amostras foram lavadas em uma
solu¢do contendo 50% Etanol e 50% Hexametildizilano (HMDS) por 5 minutos
agitando manualmente, posteriormente lavadas duas vezes com HMDS 100% por 10
minutos e secas a temperatura ambiente. Apos a secagem, as antenas foram montadas
em suportes de aluminio, metalizadas com ouro e analisadas em um microscépio

eletronico de varredura MEV LEO VP1430.

3. Identificacdo, distribuicio e caracterizacio dos tipos de sensilas

Usando as imagens do MEV os tipos de sensilas antenais foram identificados
com base a morfologia descrita na literatura (Frasnelli et al., 2010; Ravaiano et al.,
2014), porem devido a caracterizacao existente para 7. angustula e T. fiebrigi (Fialho
et al., 2014; Juris et al., submetido), somente foi realizada a caracterizagao
morfoldgica dos tipos de sensilas para 7. weyrauchi. A distribui¢do de cada tipo de

sensila foi analisada e posteriormente comparada entre as espécies estudas.
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4. Analises morfométricos das sensilas

O numero e comprimento das sensilas foi avaliado usando as imagens do
MEYV para as trés espécies estudadas. Para determinar o numero de sensilas foram
contadas em uma area de tamanho fixo de 230 x 230 pixels de cada flagelomero
utilizando o programa Adobe Photoshop 7.0. As sensilas tricoides tipo V e VI
estavam presentes apenas na ponta do ultimo flagelomero, portanto, foram contadas
em sua totalidade. Para o comprimento das sensilas foram medidas dez vezes os
diferentes tipos de sensilas presentes em cada flagelomero usando o programa Image

ProPlus 4.5 (Ravaiano et al., 2014).
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- Pantanal

Figura 1. Distribui¢do geografica, localidades das colonias de Tetragonisca, angustula,

Tetragonisca fiebrigi e Tetragonisca weyrauchi e formagdes vegetais associadas.
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Tabela 1.

Localidades de amostragem para as espécies estudadas

No. Colonia Localidade Espécie Latitude  Longitude
1 Palotina (PR) T. fiebrigi -24.28084 -53.86719
2 Palotina (PR) T. fiebrigi -24.28084 -53.86719
3 Palotina (PR) T. fiebrigi -24.28084 -53.86719
4 Palotina (PR) T. fiebrigi -24.28084 -53.86719
5 Palotina (PR) T. fiebrigi -24.28084 -53.86719
6 Palotina (PR) T. fiebrigi -24.28084 -53.86719
7 Palotina (PR) T. fiebrigi -24.28084 -53.86719
8 Tangara da Serra (MT) T. fiebrigi -14.61973  -57.48752
9 Tangara da Serra (MT) T. fiebrigi -14.61973 -57.48752
10 Tangara da Serra (MT) T. fiebrigi -14.61973  -57.48752
11 Palotina (PR) T. fiebrigi -24.28084 -53.86719
12 Porto Alegre (RS) T. fiebrigi -30.03465 -51.21766
13 Cassilandia (MS) T. fiebrigi -19.10974 -51.73654
14 Porto Alegre (RS) T. fiebrigi -30.03465 -51.21766
15 Cuiaba (MT) T. weyrauchi -15.59611 -56.09666
16 Cuiaba (MT) T. weyrauchi -15.59611 -56.09666
17 Rio Branco (AC) T. weyrauchi -9.973888 -67.8075
18 Rio Branco (AC) T. weyrauchi -9.973888  -67.8075
19 Vigosa (MG) T. angustula -20.75487 -42.87858
20 Alfredo Chavez (ES) T. angustula -20.63621 -40.75007
21 Ribeirao Preto (SP) T. angustula -21.17051 -47.81025
22 Ribeirao Preto (SP) T. angustula -21.17051 -47.81025
23 Ribeirao Preto (SP) T. angustula -21.17051 -47.81025
24 Tangara da Serra (MT) T. angustula -14.61973 -57.48752
25 Governador Lindenberg (ES) T. angustula -19.19347 -40.49236
26 Redengdo (PA) T. angustula  -8.0257  -50.03213
27 Redengdo (PA) T. angustula  -8.0257  -50.03213
28 Redencao (PA) T. angustula  -8.0257  -50.03213
29 Aracati (MG) T. angustula -21.41325  -42.5969
30 Coromandel (MQG) T. angustula -18.47859 -47.19787
31 Lucas do Rio Verde (ES) T. angustula -13.06485 -55.91932
32 Patrocinio (MG) T. angustula -18.93803 -46.99425
33 Inhai (MG) T. angustula -17.94264 -43.62276
34 Jodo Herba (ES) T. angustula -20.48551 -40.74826
35 Mata Fria Mutum (MG) T. angustula -19.81412 -41.44026
36 Bocaiuva (MG) T. angustula -17.11134 -43.82033
37 Brasilia (D.F) T. angustula -15.79423 -47.88217
38 Brasilia (D.F) T. angustula -15.79423 -47.88217
39 Taquara Mutum (MG) T. angustula -19.81412 -41.44026

59



5. Analises estatisticas

Os onze tipos de sensilas identificados foram utilizados como caracteres
morfologicos quantitativos para as analises da variagdo das sensilas entre e dentro das
espécies. No total, foram utilizados 22 caracteres morfométricos: 11 caracteres do
comprimento ¢ 11 caracteres de numero, correspondentes a onze tipos de sensilas
identificados. Para descrever a variabilidade das sensilas dentro das espécies foram
realizadas andlises de estatistica descritiva, com o programa jamovi v.0.9 (Jamovi
Project, 2018). A normalidade dos 22 caracteres foi analisada com o teste de Shapiro-
Wilk. Posteriormente, uma analise de variancia ndo paramétrica (Kruskal-Wallis) foi
usada para comparar as medias seguida pelo teste de Dwass-Steel Critchlow-Fligner,
utilizando o programa jamovi v.0.9 (Jamovi Project, 2018).

Adicionalmente e através do programa PAST v. 3.20 (Hammer ef al., 2016),
comparagdes entre espécies foram feitas utilizando os métodos de analises
multivariados. Utilizou-se o teste ndao paramétrico de analises de variancia
multivariada (PERMANOVA) com base na distancia de Mahalonobis e a analise de
componentes principais (PCA) para discriminar as espécies com base nas
caracteristicas das sensilas antenais. Em seguida, o método de agrupamento
hierarquico (HCA) baseado na distincia de Manhattan e no método hierarquico
aglomerativo UPGMA foi usado para determinar o qudo similares eram entre si as
colonias das diferentes espécies com base nas diferengas das sensilas. A Analise
Discriminante (DA) foi utilizada para testar a significancia das diferencas

encontradas, considerando as interacdes e correlagdes entre todos os caracteres.
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RESULTADOS

1. Estrutura antenal

As antenas de T. angustula, T. fiebrigi e T. weyrauchi sdo de tipo geniculada,
com trés segmentos: um escapo longo, um pedicelo curto e um flageldmero com dez

segmentos antenais (antenomeros) (Figura 2).

2. Caracterizacao morfologica das sensilas antenais de 7. weyrauchi

Nas antenas de 7. weyrauchi sdao encontrados onze tipos de sensilas
classificadas como: sensilas tricoides (ST, subtipos I a VI) , sensilas placoides (SP),
sensilas basiconicas (SB), sensilas campaniformes (Scp), sensilas celoconicas (SCO)
e sensilas ampulaceas (SA).

Sensilas tricoides (ST), sdo semelhantes a pelos flexiveis que variam em
comprimento, sendo lisas ou estriadas e geralmente afuniladas da base até a ponta.
Estas sensilas sdo observadas em todos os antendmeros. Seis subtipos de ST foram
distinguidos: sensila tricoide I (STI), sensila tricoide II (STII), sensila tricoide III
(STIID), sensila tricoide IV (STIV), sensila tricoide V (STV) e sensila tricoide VI
(STVD).

As ST I sdo compridas, finas, com as extremidades afiladas e inclinadas para
baixo, no sentido da extremidade distal da antena (Fig. 3 D). Essas sensilas nao
possivel observar a presenca de poros e sdao o tipo mais abundante (Tabela 2), sendo
encontradas em todos flagelomeros, exceto no flagelomero 1 (Tabela 3).

As STII sdao o segundo subtipo de sensila mais abundante entre as tricoides
(Tabela 2), sendo muito semelhantes as STI, compridas e sem poros, porém, ainda
mais finas (Fig. 3 E). As STII sdo encontradas do flagelomero do segundo ao décimo
flagelomero (Tabela 3).

As STIII possuem formato de foice, achatadas lateralmente, e com inclinagao
em dire¢do a cuticula da antena (Fig. 3 A). Estdo presentes somente no flagelomero 1
(Tabela 3).

As STIV sdo as sensilas mais compridas entre os tipos de sensilas que

apresenta 7. weyrauchi (Tabela 2). Elas sdo retas, inclinadas para a extremidade distal
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da antena, com sulcos longitudinais, e assim com as STIII, as STIV estdo presentes
somente no flageldomero 1 (Fig. 3 B; Tabela 3).

As STV sao encontradas somente no ultimo flagelomero (10) especificamente
no quarto final dele (Tabela 3). Sdo compridas e finas, com a base perpendicular a
cuticula antenal e a ponta inclinada em dire¢do a extremidade distal da antena (Fig. 3
O).

As STVI estdo presentes no quarto final do flagelomero 10 (Tabela 3). Sao
sensilas retas, perpendiculares a cuticula da antena e (Fig. 3 C).

As SP constituem o segundo tipo de sensila mais abundante e o segundo tipo
de sensila com maior comprimento no dorso das antenas de 7. weyrauchi (Tabela 2).
As SP sdo placas arredondadas, delimitadas com superficie levemente deprimida em
relacdo a epiderme (Fig. 3 F, G), sendo encontrados do flageldomero dois até dez
(Tabela 3).

As SB sdo pelos grossos com as extremidades arredondadas, presentes no
ultimo flagelomero (Tabela 3). (Fig. 4 B).

As SCO sao estruturas arredondadas, com bordas proeminentes em relagao ao
nivel da epiderme, marcadas pela presenga de um orificio central (Fig. 3 G). As SA
sdo depressoes elipticas, sem as bordas claramente delimitadas como as SCO (Fig. 3
G). As SCO sao maiores e mais abundantes do que as SA (Tabela 2). Ambas as estdo
distribuidas na ponta do flagelomero 10 (Tabela 3).

As SCp também sdo encontradas somente no flagelomero 10 (Tabela 3). Elas
possuem formato de uma campanula arredondada, abaixo do nivel da epiderme em
que se destaca um pequeno circulo central onde a cuticula apresenta-se proeminente

(Fig. 4 A).
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Figura 2. Micrografias eletronicas de varredura de antenas de operarias adultas de
Tetragonisca (vista dorsal). A: Tetragonisca angustula B: Tetragonisca fiebrigi, C:
Tetragonisca weyrauchi, mostrando o escapo (E), pedicelo (P) e flagelo (F)

subdividido em 10 flagelomeros, respectivamente.
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Figura 3. Micrografias eletronicas de varredura mostrando detalhes da superficie dorsal
das antenas de operarias 7. weyrauchi. A: detalhe sensila tricoide III (STIII). B: detalhe
da sensila tricoide IV (STIV) com surco longitudinais (ponta da seta). C: detalhe das
sensilas tricoide V (STV) e tricoide VI (STVI). D: detalhe da sensila tricoide I (STI). E:
detalhe da sensila tricoide II (STII). F: detalhe da sensila placoide (SP). G: detalhe das

sensilas celoconica (SCO), ampulacea (SA) e sensila placoide (SP).
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Figura 4. Micrografias eletronicas de varredura mostrando detalhes da superficie dorsal

das antenas de operarias 7. weyrauchi A: detalhe das sensilas campaniforme (SCp). B:

detalhe da sensila basiconica (SB).
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Tabela 2. Numero e Comprimento das sensilas (média e desvio padrao) dos segmentos antenais de operarias de Tetragonisca weyrauchi. N: numero, C:

comprimento.

Caracter STI STII STIII STIV STV STVI SP SB SCp SCoO SA
N 33.675 (£11.543) 1255 (+5.717) 3.925 (£11.863) 3.688 (£11.135) 7.063 (:21.325)  3.163 (£9.553) 13.675 (+4.852)  2.25(£6.802)  0.537 (£1.661) 0525 (x1.653) 0.2 (£0.604)
C 12.932 (£ 1.51)  9.274 (£1.102) 12.949 (+1.677) 16.695 (+1.316) 11.155 (£1.049) 12.417 (+1.165) 14.662 (x1.289)  9.328 (+0.79) 1.161 (£1.15)  0.891 (£0.886)  0.109 (£0.217)
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Tabela 3. Distribuigdo das sensilas nos flageldmeros antenais de operarias adultas de
T.angustula, T. fiebrigi e T. weyrauchi.

Flagelomero

Espécie
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

T. fiebrigi STIII STI STI STI STI STI STI STI STI STI

STIV STII STII STII STII STII STII STII STII STII
STV
STVI

Sp Sp Sp SP Sp Sp SP SP SP

SB

SA

SCO

T. angustula STIII STI STI STI STI STI STI STI STI STI

STIV STII STH STII STII ST STII STII STII STII
STV
STVI

Sp Sp SP SP SP SP SP SP SP

SB

SA

SCO
SCp
T. weyrauchi STHI STI STI STI STI STI STI STI STI STI

STIV STII STH STII STII STII STH STII STII STII
STV
STVI

Sp Sp Sp SP SP SP SP SP SP

SB

SA

SCO
SCp

ST = sensila tricoide (ST subtipos I a VI), SP = sensila placoide, SB = sensila
basiconica, SA = sensila ampulacea, SCO = sensilla celoconica, SCp = sensilla

campaniforme.
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3. Tipos e distribuicio de sensilas antenais em 7. angustula, T. fiebrigi e T.

weyrauchi

Onze tipos de sensilas foram encontrados na superficie dorsal das antenas, com
igual posi¢do nos flageldmeros entre as espécies analisadas (Tabela 3), sendo
identificadas como: sensilas tricoides (ST), com seis subtipos: (STI, STII, STIII, STIV,
STV, STVI), sensilas placoides (SP), sensilas basiconicas (SB), sensilas campaniformes
(SCp), sensilas celoconicas (SCO) e sensilas ampulaceas (SA) (Figs. 5, 6 e 7).

A maior diversidade de sensilas ¢ encontrada no flagelomero dez (extremidade
ou ponta da antena) (Tabela 3) com a presenca de todos os tipos de sensilas (Fig. 5 F, 6
F, 7 E e 7 F). Sensilas tricoides (ST) e sensilas placoides (SP) sdo os tipos de sensilas
com distribui¢cdo mais ampla entre os diferentes flagelomeros (Tabela 3).

Entre os subtipos de sensilas tricoides, as STI sdo encontradas desde o
flagelomero dois até o dez (Figs. 5 A,5B,5C,5F,6B,6E, 6 F,7Be7F). As STII
ocorrem na metade do primeiro flagelomero (Figs. S A, 5B, 5E,5F, 6 B,6 F, 7B e
7F), enquanto as STIII e STIV sdo exclusivas do primeiro flagelomero, com a diferenca
que as STIV apresentam sulcos longitudinais que sdo mais notorios em 7. fiebrigi e T.
weyrauchi com relagdo a T. angustula (Figs. 5 A,5D,5E, 6 A,6 C,6D,7A,7Ce7
D). As STV e STVI sao encontradas no ultimo flagelomero, especificamente no quarto
final dele nas trés espécies (Figs. 5 F, 6 F e 7 E). As SP apresentam distribui¢do a partir
do segundo flagelomero ate flagelomero dez (Figs. 5 A,5B,5C,5F,6E, 6 Fe 7F).
As SB, SCO, SA e SCp sdo encontradas exclusivamente no flagelomero dez nas trés

espécies (Figs. 5F,6 Fe 7 E).
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Figura 5. Micrografias eletronicas de varredura mostrando detalhes das sensilas
antenais em operdrias de 7. angustula. A: parte proximal da antena, (F1), com
sensilas tricoides dos tipos (STII) e (STIV) e (F2) com sensila placoide (SP),
tricoides (STI e STII). B: sensilas tricoides (ST I) e (STII) e sensila placoide (SP) no
(F4 e F5). C: sensilas tricoides (ST I), (STII) e SP. D: sensilas (STIII) e (STIV) no
F1. E: sensila (STIII). F: Flagelomero 10 (F10) com sensilas: STI, STII, STV, STVI,
SP, SB, SCp, SCO, SA.
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Figura 6. Micrografias eletronicas de varredura mostrando detalhes da superficie
dorsal da antena de operarias de 7. fiebrigi A: flageldomero 1 e flagelomero 2 sensilas
tricoides (STIII) e (STIV). B: flagelomero (F4) e (F5) mostrando as sensilas tricoide
(STI) e (STI). C: flagelomero 1 mostrando as sensilas tricoide IV (STIV). D:
flagelomero 1 (F1) mostrando as sensilas tricoides (STIII). E: flagelomero 8 (F8)
mostrando as sensilas placoides (SP), sensilas tricoides (STI) e (STII). F:
flagelomero 10 (F 10) mostrando as a diversidade de sensilas tricoides STI, STII,
STV e STVI, sensilas basiconicas (SB), sensilas celoconicas (SCO), sensilas

ampulaceas (SA) e sensilas campaniformes (SCp).
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Figura 7. Micrografias eletronicas de varredura mostrando detalhes da superficie dorsal
da antena de operarias de 7. Weyrauchi. A: flageldomero 1 (F1) com sensilas tricoides
(STIII) e (STIV). B: flagelomero (F5) e (F6) mostrando as sensilas tricoides (STI) e
(STID). C: detalhe mostrando a sensila tricoide (STIII). D: detalhe mostrando as sensila
tricoide (STIV). E: flagelomero 10 (F 10) mostrando as a diversidade das sensilas
tricoides STV e STVI, sensilas basiconicas (SB), sensilas celoconicas (SCO), sensilas
ampulaceas (SA) e sensilas campaniformes (SCp). F: flagelomero 10 mostrando as

sensilas placoides (SP), sensilas tricoides (STI) e (STII).
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4. Diferencas morfométricas das sensilas em 7. angustula, T. fiebrigi e T. weyrauchi

De acordo com as diferencas das sensilas com relagdo a comprimento e
nimero, nas trés espécies analisadas, estas podem ser divididas em quatro grupos
(Fig. 8; Tabelas 4 e 5): Grupo 1: Formado por sensilas que apresentam diferencas
estatisticamente significativas de comprimento entre as trés espécies (p < 0,001)
(Tabela 4), conformado por as sensilas STI, STIII, STIV, SP e SCO (Fig. 8 A).
Sendo as STI maiores em 7. angustula e T. fiebrigi ¢ menores em 7. weyrauchi.
Enquanto as sensilas STIII, STIV e SCO sdo de comprimento maior em 7.
weyrauchi, seguidas por T. fiebrigi e menores 7. angustula. As SP sdo caracterizadas
neste grupo por ter comprimento maior em 7. fiebrigi e T. angustula ¢ menor
comprimento em 7. weyrauchi.

Grupo 2: Formado por sensilas que sdo semelhantes entre 7. angustula-T.
fiebrigi e diferem de T. weyrauchi (Tabelas 4 e 5). Neste grupo encontram-se as
sensilas STII, SB, Scp pelo comprimento e STI pelo numero (Fig. 8 B). O
comprimento das STII e SB ¢ maior em 7. angustula e T. fiebrigi e menor em T.
weyrauchi (p < 0,001) (Tabela 4). O comprimento das SCp ¢ maior em 7. weyrauchi
com relagdo a 7. fiebrigi e T. angustula (p= 0.006) (Tabela 4). Enquanto a nimero
as STI sdo menos abundantes em 7. weyrauchi em comparacdo com 7. fiebrigi e T.
angustula, que apresentam maior nimero deste tipo de sensilas (Tabela 5).

Grupo 3: Formado por sensilas que apresentam diferencas estatisticas no
comprimento em 7. fiebrigi (p < 0,001) com relacdo o par de espécies T. angustula-
T. weyrauchi que sao semelhantes (Tabela 4). Neste grupo estdo presentes as
sensilas STVI e SA, sendo maiores as STVI em 7. angustula e T. weyrauchi e menor
em 7. fiebrigi. Enquanto as SA sdo maiores em 7. fiebrigi e menores em 7. angustula
e T. weyrauchi (Fig. 8 C).

Grupo 4: Formado por sensilas que apresentam diferencas estatisticas no
numero entre 7. angustula (p < 0,001) e o par de espécies T. fiebrigi-T. weyrauchi
que sdo semelhantes (Tabela 5). Neste grupo encontram-se as sensilas STII (Fig. 8
C). As STII estao presentes em maior quantidade em 7. angustula com relagao a T.
fiebrigi-T. weyrauchi (Fig. 8 D).

Para as demais sensilas, ndo foram encontradas diferencas significativas entre

as trés espécies considerando nlimero e comprimento (Tabelas 4 e 5).
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Figura 8. Dados comparativos da média do comprimento (¢) e numero (n) das
sensilas antenais de 7. angustula (T.a), T. fiebrigi (T.f) e T. weyrauchi (T.w). A:
Grupo 1: diferentes tipos de sensilas que apresentaram diferencas estatisticamente
significativas de comprimento (STI, STIII, STIV, SP e SCO) entre as trés espécies.
B: Grupo 2: formado por sensilas que sdo semelhantes em comprimento (STII, SB,
SCp) e nimero (STI) entre 7. angustula-T. fiebrigi e diferem de T. weyrauchi. C:
Grupo 3: formado por sensilas que apresentam diferencas estatisticas no
comprimento em 7. fiebrigi (STVI e SA), com relacdo as espécies 7. angustula-T.
weyrauchi que s3o semelhantes. D: grupo 4: formado por sensila (STII) que
apresentam diferengas estatisticas no nimero entre 7. angustula e o par de espécies

T. fiebrigi-T. weyrauchi que sao semelhantes.
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Tabela 4. Comprimento (media e desvio padrdo) das sensilas antenais de operarias

adultas de T. angustula, T. fiebrigi e T. weyrauchi.

Caracter Espécie MediaDesvio-padrido v Df P

STI T angustula 16.569 a +1.741 188.29 2<0,001
T. fiebrigi 15.619 b +1.715
T. weyrauchi 12.932 ¢ +1.51

STII T angustula 9.971 a +1.486 19.53 2<0,001
T. fiebrigi 9.885 a +1.197
T. weyrauchi 9.274 b +1.102

STIII T angustula 11.503 a +1.899 43.75 2<0,001
T fiebrigi 11.994 b +1.737
T. weyrauchi 12.949 ¢ +1.677

STIV T angustula 10.735 a +1.562216.781 2<0,001
T fiebrigi 11.035b +1.84
T. weyrauchi 16.695 ¢ +1.316

STV T angustula 11.287 a +1.381  2.01 20,3661
T fiebrigi 11.175 a +1.256
T. weyrauchi 11.155 a +1.049

STVI T angustula 12.497 a +1.521 20.211 2<0,001
T fiebrigi 11.997 b +1.42
T weyrauchi 12.417 a +1.165

SP T angustula 15.197 a +1.679 49.95 2<0,001
T fiebrigi 15.829 b +1.603
T. weyrauchi 14.662 c +1.289

SB T angustula 10.785 a +1.219107.345 2<0,001
T. fiebrigi 10.631 a +1.439
T weyrauchi 9.328 b +0.79

SCp T angustula 0.851a +1.04 10.298 2 0.006
T. fiebrigi 0.933 a +0.971
T weyrauchi 1.161b +1.15

SCO T. angustula 0.335 a +0.489 39.282 2<0,001
T. fiebrigi 0.424 b +0.515
T. weyrauchi 0.891 ¢ +0.886

SA T angustula 0.134 a +0.224 17.619 2<0,001
T. fiebrigi 0.204 b +0.256
T. weyrauchi 0.109 a +0.217

Me¢dias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si

(p <0,05), pelo teste de comparagdo de medias Dwass-Steel-Critchlow-Fligner.
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Tabela 5. Numero (media e desvio padrao) das sensilas antenais de operarias adultas de

T angustula, T. fiebrigi e T. weyrauchi.

Caracter Espécie Media  Desvio-padrao b Df P

STI T angustula  41.743 a +14.643 121.136 2 <0,001
T fiebrigi  41.282a +14.373
T. weyrauchi  33.675b +11.543

STII T angustula  14.69 a +8.085 22308 2 <0,001
T fiebrigi  12.557b +5.96
T weyrauchi  12.55b +5.717

STIII T angustula  6.748 a +20.475 0.086 2 0.9581

T. fiebrigi 6.443 a +19.482
T weyrauchi  3.925 a +11.863

STIV T angustula  2.329 a +7.237 0.131 2 09368
T. fiebrigi 1.746 a +5.383
T weyrauchi  3.688 a +11.135

SV T angustula  4.805 a +14.543 0.06 2 09703
T. fiebrigi 4771 a +14.21
T. weyrauchi ~ 7.063 a +21.325

SVI T angustula  2.233 a +6.835 0.083 2 09593
T. fiebrigi 2361 a +7.212
T weyrauchi  3.163 a +9.553

SP T. angustula  13.855 a +5.697 1.675 2 0.4327

T fiebrigi  13.793 a +5.018
T. weyrauchi  13.675 a +4.852

SB T angustula  1.755a +5.396 0.048 2 0976
T. fiebrigi 1.871a +5.735
T weyrauchi  2.25a +6.802

SCp T angustula  0.429 a +1.335 0.05 2 09753
T. fiebrigi 0.532a +1.633
T. weyrauchi  0.537 a +1.661

SCO T angustula 0331 a +1.1 0.155 2 0.9252

T fiebrigi 0411 a +1.275
T weyrauchi 0.525 a +1.653

SA T angustula  0.281 a +1.037 0.226 2 0.8931
T fiebrigi  0.425 a +1.384

T weyrauchi 0.2 a +0.604

Me¢édias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si

(p <0,05), pelo teste de comparagdo de medias Dwass-Steel-Critchlow-Fligner.
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5. Analise de Componentes Principais (PCA)

Na anélise de componentes, os trés primeiros eixos reunem 77,13 % da variagao
das sensilas no comprimento e nimero das espécies analisadas (eixo 1: 57,95 %, eixo 2:
11,50 % e eixo 3: 7,68 %) (Tabela 6). Na representacdo grafica, a separacdo completa
da espécie T. weyrauchi de T. angustula e T. fiebrigi estd bem estabelecida (Fig. 9, 10 e
11), mais as espécies 1. angustula e T. fiebrigi ndo apresentaram separacdo completa.
No segundo eixo de ordenacdo, a maior parte das colonias de 7. angustula e T. fiebrigi
estd relacionada (Fig. 9 e 8), ndo existindo separa¢do completa, sendo possivel observar
colonias que se separam das demais como, um primeiro subgrupo de coldnias de 7.
angustula provenientes das localidades de Vigosa (colonia 19), Ribeirdo Preto (colonias
21, 22 e 23), Coromandel (colonia 30), Mata Fria (colonia 35), Bocaiuva (colonia 36),
Brasilia (colonias 37, 38) e Taquara (colonia 39) e um segundo subgrupo de colonias de

T. fiebrigi da localidade de Palotina (colonias 1, 2, 3,4, 5,6,7 ¢ 11).

6. Analise de agrupamento

A analise de agrupamento com distdncia de Manhattan mostrou um alto Coeficiente
de Correlacao Cofenética (CCC) de 0,935. No dendrograma h4 uma clara diferenciacao
morfologica entre as colonias de 7. weyrauchi (conglomerado 1) e um segundo
conglomerado (2) (Fig. 12) conformado por colénias de 7. angustula e T. fiebrigi,
porém, neste segundo grupo foi possivel reconhecer varios subgrupos conformados por
colonias de mesma espécie, como 7. angustula com quatro subgrupos A, B, F e G de
colonias provenientes de varias localidades: A [das localidades de Vigosa (colonia 19);
Alfredo Chavez (colonia 20) e Ribeirdo Preto (colonias 21, 22 e 23)]; B [das localidades
de Governador Lindenberg (colonia 25) e Aracati (colonia 29)]; F [da localidade de
Lucas do Rio Verde (colonia 31)] e G [das localidades de Mata Fria (colonia 35),
Bocaiuva (36), Brasilia D.F (colonias 37 e 38) e Taquara (colonia 39)].

Para T. fiebrigi ha somente um subgrupo E (colonias 1, 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 7) da
localidade de Palotina. Os demais subgrupos tém colonias das duas outras espécies (7.
fiebrigi e T. angustula), sendo os subgrupos C [das localidades de Palotina (colonia 11),
Cassilandia (colonia 13), Porto Alegre (colonia 14) Redengdo (colonias 26, 27 e 28),

Patrocinio (colonia 32), Jodo Herba (colonia 34), Inhai (coldnia 33) e Coromandel
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(colonia 30)] e subgrupo D [das localidades de Tangara da Serra (colonias 8, 9, 10 e 24)
e Porto Alegre (colonia 12)].

7. Analise discriminante (AD)

Na analise discriminante, a matriz de classificagdo por Jackknife revela que o
87,18% das colonias sdo reclassificadas como pertencentes as espécies previamente
reconhecidas (Tabelas 7 e 8). T. weyrauchi se destaca por apresentar 100% de
classificagcdo correta de todas as colonias, seguido de 7. fiebrigi com uma classificacio
correta de 93% das colonias, com exce¢do da colonia el4 de Porto Alegre, que ¢
reclassificada como pertencente a 7. angustula. T. angustula tem o menor porcentagem
de classificacdo correta de colonias, estando este valor em 81%, sendo reclassificadas
quatro colonias como 7. fiebrigi, provenientes das localidades de Coromandel, Lucas do
Rio Verde, Patrocinio e Brasilia (Fig. 13; Tabelas 5 e 6). Das duas fungdes
discriminantes obtidas, a primeira contribuiu com 89,75% da variagdo e a segunda com
10,26% da variagdo observada. Tragando as colonias dentro do espago discriminante
definido pelas duas funcdes discriminantes sdo os agrupamentos revelados claramente

de acordo com a classificagdo das espécies (Fig. 13).
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Tabela 6. Autovalores e variacdo total dos componentes principais obtidos a partir dos

caracteres morfométricos das sensilas de operarias 7. angustula T. fiebrigi ¢ T.

weyrauchi.

PC  Autovalores % Variancia
1 14.3306 57.947

2 2.84443 11.502

3 1.90017 7.6835

4 1.44401 5.839

5 1.05523 4.2669

6 0.877863 3.5497

7 0.584812 2.3647

8 0.430612 1.7412

9 0.345665 1.3977

10 0.223015 0.90178
11 0.201131 0.81329
12 0.156797 0.63402
13 0.106143 0.4292

14 0.0837147 0.33851

15 0.0608032 0.24586
16 0.0387055 0.15651
17 0.0244773 0.098976
18 0.0126689 0.051228
19 0.0064838 0.026218
20 0.00177669 0.0071842
21 0.00091662 0.0037064
22 0.000462066 0.0018684
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« I angustula
« T. weyrauchi

= T. fiebrigi

Eixo 2 (11,50%)
et
(=]
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(=]

Eixo 1 (37.95%)

Figura 9. Grafico de PCA de 21 colonias de 7. angustula, 14 colonias de T. fiebrigi e 4 colonias de T. weyrauchi baseado nos caracteres

morfométricos das sensilas antenais. Eixos 1 e 2 concentram, respectivamente, 57,94 e 11,50 % da variancia total das colonias.
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« I angustula
« T weyrauchi

* T fiebrigi
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16
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Figura 10. Grafico de PCA de 21 coldnias de T. angustula, 14 coldnias de T. fiebrigi e 4 colonias de 7. weyrauchi baseado nos caracteres

morfométricos das sensilas antenais. Eixos 1 e 3 concentram, respectivamente, 57,94 e 7,68 % da variancia total das colonias.
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« I angustula
« . weyrauchi

* T. fiebrigi

Eixe 3 (7,68%)

Eixe 2 (11,50%)

Figura 11. Grafico de PCA de 21 coldnias de T. angustula, 14 coldnias de T. fiebrigi e 4 colonias de 7. weyrauchi baseado nos caracteres

morfométricos das sensilas antenais. Eixos 2 € 3 concentram, respectivamente, 11,50 e 7,68 % da variancia total das coldnias.
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Tabela 7. Matriz de classificacao das colonias de 7. angustula, T. fiebrigi e T.

weyrauchi.

Colonias Grupos a priori Classificagdo Jackknifed
171 1 1

2T.f
3T.f
4T f
5T.f
6T.f
1T.f
8T.f
OT.f
10T.f
1NTf
127 f
137.f
14T f
15T w
16 T. w
17T w
18T w
19T a
20T a
21T. a
22T a
23 T. a
24 T. a
25T a
26T. a
27T a
28 T. a
29T a
30T a
31T a
32T a
33T. a
34T a
35T a
36 T. a
37T a
38T. a
39T a

L LW W LW LW LW W L LW LW LW W LW W W W MWW W WWDRNNDNDNEE = = = = e =
00 LY L0 LY LY L) LY LY LY LY LY LY LY L)LY L)L LI L)LY LRI R R D bk m e
(SIS VS BEUS RS SRS RO I R VS IR VS SR USROS I US B US IR US B US B USROS I (O T NS R O i S R O R e




Tabela 8. Resultados da matriz de classificagdo gerada pela Anélise Discriminante,

utilizando o método de Jackknife.

Grupos reconhe-

T. fiebrigi T. weyrauchi  T. angustula Agrupamentos corretos (%)
cidos a priori
T. fiebrigi 13 0 1 92,85
T. weyrauchi 0 4 100
T. angustula 4 0 17 80,9
Total 17 4 18 87,18
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Figura 12. Dendrograma de UPGMA de 21 col6nias de 7. angustula, 14 colonias de T. fiebrigi e 4 colonias de T. weyrauchi, baseado em caracteres

morfométricos das sensilas antenais, utilizando distancia de Manhattan. Coeficiente Correlagdo Cofenética = 0,935. Grupo 1 corresponde as colonias

de T. weyrauchi e grupo 2 as colonias das 7. angustula e T. fiebrigi. As letras corresponde aos diferentes subgrupos de colonias de 7. angustula e T.

fiebrigi. Os numeros representam o nimero da colonia.
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« I. angustula
« T. weyrauchi

* T. fiebrigi

FD 2 (10.26%)

FD 1 (89.74%)

Figura 13. Andlise discriminante de 21 colonias de 7. angustula, 14 colonias de 7. fiebrigi e 4 colonias de 7. weyrauchi, baseado nos caracteres

morfométricos das sensilas antenais representados nos eixos candnicos (FD 1: Fung¢ao discriminante 1 ¢ FD 2: Fung¢ao discriminante 2).
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DISCUSSAO

Neste estudo foi apresentado, pela primeira vez, a morfologia comparativa das
sensilas antenais de trés espécies do género Tetragonisca: T. angustula, T. fiebrigi e
T. weyrauchi e, também os tipos de sensilas presentes de 7. weyrauchi, espécies
evolutivamente proximas (Rasmussen & Cameron, 2009). Os resultados mostram que
a organizagdo dos segmentos das antenas, nas operdrias das trés espécies ¢€
semelhantes as antenas de outras abelhas eussociais (Esslen & Kaissling, 1976;
Ravaiano et al., 2014; Carvalho et al., 2017; Fialho et al., 2014), apresentando um
escapo, um pedicelo e dez segmentos flagelares.

No dorso destes segmentos foram caracterizados 11 tipos de sensilas, com o
mesmo tipo e distribuicdo nos flagelomeros entre as espécies analisadas, resultados
que corroboram com o observado em operarias de 7. fiebrigi (Juris et al., submetido).
Esta semelhanca nos tipos e distribui¢do das sensilas nas abelhas do género
Tetragonisca poderia estar relacionada por serem espécies proximas (Rasmussen &
Cameron, 2009), o que nos indica que as caracteristicas das sensilas podem ser
semelhantes entre espécies de mesmo género (Valuyskiy et al., 2017). Resultado
similar foi encontrado em operarias de abelhas sem ferrdo (Meliponini), nas quais as
diferencas entre as ocorréncias de tipos de sensilas foram maiores entre os géneros do
que nas espécies do mesmo género (Fialho et al,. 2014). Porém os resultados diferem
ao encontrado em 7. angustula, que ndo apresenta todos os tipos de sensilas, devido a
auséncia das sensilas ampulaceas e as diferencas na distribui¢do das sensilas nos
flagelomeros (Fialho et al,. 2014). A maioria dos tipos de sensilas antenais
encontrados em Tetragonisca também ocorrem em outras abelhas sem ferrao (Fialho
et al., 2014; Ravaiano et al., 2014; Carvalho et al., 2017), sugerindo que os tipos de
sensilas sdo conservados entre as Meliponini.

Sensilas tricoides e placoides sdo os tipos de sensilas com maior abundancia
nas trés espécies analisadas, como foi relatado para 4. mellifera, M. quadrifasciata e
M. scutellaris (Frasnelli et al,. 2010; Ravaiano et al., 2014; Carvalho et al., 2017).
Esses tipos de sensilas estdo associados a fungdes quimiorreceptoras para a percepcao
de feromodnios e semioquimicos volateis (Schneider, 1964; Keil, 1997; Hu et al.,
2009; Yan et al., 2011). No entanto, outra fonte de dados mostra que sensilas com
uma estrutura semelhante as sensilas tricoide tém fungdes mecanorreceptoras (Agren

& Hallberg, 1996; Millbach et al., 2011), possivelmente essas fungdes podem estar
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presentes nas sensilas tricoides, devido a variabilidade encontrada para estas sensilas,
divididas em seis subtipos nas trés espécies analisadas deste género, resultados que
concordam com os subtipos presentes em M. quadrifasciata (Ravaiano et al., 2014).
Porém, diferem de outras Meliponini, como por exemplo, M. scutellaris (Carvalho et
al., 2017), que apresentam dois tipos de sensilas tricoides.

Operarias de T. weyrauchi apresentam maior diversidade dos tipos de sensilas
no flageldmero dez, em comparagdo a outros flagelomeros, diversidade que também
estd presente no flagelomero das operarias de 7. fiebrigi (Juris et al., submetido) e de
T. angustula analisadas neste estudo. No entanto, esta diversidade foi encontrada nos
flagelomeros nove e dez de operarias de 7. angustula (Fialho et al., 2014). A alta
diversidade dos tipos de sensilas nos flagelomeros distais pode ter evoluido para
facilitar a comunicagdo entre a rainha e operarias dentro da col6nia, durante os
processos de aprovisionamento e oviposicdo (POP) (Sakagami & Oniki, 1963) uma
vez que essa ¢ a parte antenal mais exposta.

As sensilas antenais apresentam variagdes no comprimento e abundancia, nas
trés espécies, sendo mais pronunciadas as diferencas encontradas em 7. weyrauchi. A
espécie T. weyrauchi presentou menor comprimento das sensilas STI, STII, SP e SB
e menor abundancia das STI quando comparada com as espécies 7. fiebrigi e T.
angustula. Estas sensilas tém sido reportadas com fungdo olfatéria e
quimiorreceptora (Snodgrass, 1956; Shanbhag et al., 1999). Mesmo assim, a espécie
T. weyrauchi apresentou maior comprimento nas sensilas SCO, SCp, STIII e STIV,
diferentemente das outras duas espécies, nas quais as sensilas foram mais curtas.

As SCO e SCp foram associadas com fungdes termoreceptoras, detectores de
umidade e concentragdo de CO, (Kuwabara & Takeda, 1956; Rebora et al., 2007,
Dietz & Humphreys, 1971; Must et al., 2006). Estas caracteristicas sugerem que 7.
weyrauchi precisa de maior didmetro destes ultimos tipos de sensilas para detectar a
temperatura de maneira mais eficiente, dentro de seus ninhos (Wilson, 1971) e
regula-la, pois esta espécie encontrada em regides de alta temperatura durante o ano
todo, nos estados brasileiros de Rondonia, Acre ¢ Mato Grosso.

Enquanto as STIII e STIV em 7. weyrauchi possivelmente estdo associadas a
fungdes mecanorreceptoras, um maior comprimento destas poderia facilitar a
capacidade de movimento, por se localizar no primeiro flagelomero da antena,
proximo ao pedicelo, sendo proprioceptora, de maneira a auxiliar na percep¢ao da

posicdo da antena em relagdo cabega, como descrito em outros himenopteros
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(Ochieng et al., 2000). Estes tipos de sensilas também estdo presentes na mesma
posicdo em M. quadrifasciata (Ravaiano et al., 2014).

O comprimento das sensilas STII, SB e SCp e a abundancia de STI nas
espécies 1. angustula e T. fiebrigi, sdo semelhancas morfoldgicas observadas nestas
espécies. Porém diferencas no comprimento das STI, STII, STIV, STVI, SP, SCO e
SA entre as duas espécies sugerem que podem ser espécies de separagdo filogenética
recente (Francisco et al., 2014), que ainda conservam caracteres ancestrais.

Ao observar as diferencas entre as espécies 1. angustula e T. fiebrigi ¢é
evidente que o tamanho da maioria das sensilas de 7. fiebrigi ¢ maior (STIII, STIV,
SP, SCO e SA). Estes tipos de sensilas estdo envolvidas na recepc¢ao de feromonios e
semioquimicos volateis, detectores de temperatura e umidade (Keil, 1997; Kuwabara
& Takeda, 1956; Rebora et al., 2007). Um maior comprimento destas sensilas
poderia aumentar a sensibilidade olfativa durante o forrageio e melhorar a percepcao
dos fatores abidticos, como a temperatura, a umidade relativa e a velocidade do vento
ou mesmo a fatores internos da colonia.

A temperatura ¢ um dos fatores que mais influéncia a atividade de
forrageamento das abelhas (Hilério et al., 2012). T. fiebrigi apresenta atividade de
forrageio entre 18°C e 35°C (Kaehler, 2017), portanto com maior amplitude do que
sua espécie irma, 7. angustula, para a qual foi evidenciada que a temperatura ideal
para o forrageio esta entre 20°C e 30°C (Iwama, 1977). Em algumas espécies de
abelhas sem ferrdo a umidade relativa do ar influencia a atividade de forrageio, para
T. fiebrigi a umidade ideal esta entre 70 e 90% e T. angustula forrageia sob
condi¢des de umidade entre 30 e 70% (Iwama, 1977), sendo esta diferenca com a
espécie-irma possivelmente devido ao fato de que cada espécie depende de condigdes
climaticas especificas (Corbet et al., 1993). Essas diferencas poderiam contribuir na
diferenciagdo das sensilas entre as espécies.

Os resultados das analises multivariadas PCA demostraram que existe um
padrao de variagdo nos caracteres morfométricos entre as trés espécies de
Tetragonisca. O maior nimero de diferencas estd presente em 7. weyrauchi quando
comparada a 7. angustula e T. fiebrigi, sendo as duas ultimas mais similares, porém,
as diferengas encontradas nao excluem que 7. angustula e T. fiebrigi sejam entidades
similares, nas quais ainda podem ter fluxo génico e as diferencas taxondmicas
observadas sejam produto da plasticidade fenotipica, sendo espécies que ndo estdo

bem estabelecidas (Francisco et al., 2014).
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As andlises de PCA também foram utilizadas para estabelecer diferencas
morfométricas nas asas anteriores das espécies deste género, sendo 7. weyrauchi a
espécie com maior divergéncia nestes caracteres (Sampaio et al., submetido). As
diferengas para esta espécie pode ser reflexo da distribui¢do geografica em regides
que oferecem pressdes ambientais muito diferentes (Francoy et al., 2011).

Similarmente, aos resultados encontrados no PCA e na analise de
agrupamento, foi possivel diferenciar a espécie 7. weyrauchi das espécies T.
angustula e T. fiebrigi. Esta diferenciacdo ocorreu com um alto valor de Coeficiente
de Correlagdo Cofenética (CCC) que permitiu observar a formagdo de grupos
discretos s6 da espécie 7. angustula (subgrupos A, B, F e G) e T. fiebrigi (subgrupo
E), além de grupos mistos no centro do conglomerado, que correspondem a colonias
de T. angustula e T. fiebrigi (subgrupos C e D). A separacdo encontrada poderia estar
relacionada ao fato de que 7. angustula e T. fiebrigi apresentam distribuicdo
simpatrica (Castanheira & Contel, 1995) e que possivelmente estd ocorrendo
hibridagdo entre duas espécies (Francisco et al., 2014).

Os caracteres morfométricos das asas em Tefragonisca também permitiram
diferenciar 7. weyrauchi de T. angustula e T. fiebrigi (Sampaio et al., submetido),
mostrando que as variagdes fenotipicas encontradas na estrutura antenal ndo sdo as
unicas a diferenciar as espécies. Contrariamente, em outros estudos de morfologia
com populagdes de 7. angustula, foram encontrados baixos CCC e nenhuma
estrutura geografica, demonstrando que de alguma forma, esta espécie deve manter
algum nivel de fluxo génico (Diniz-Filho ef al., 1998).

A AD permitiu estabelecer que a classificagdo taxondmica de 7. weyrauchi
esta dentro de um padrao diferente ao observado para as outras espécies. O resultado
da morfologia evidencia alta variagdo, ou seja, nenhuma das amostras dos ninhos
para esta espécie foi reclassificada como de outra espécie. Para as outras duas
espécies, alguns ninhos foram reclassificados, isso leva a pensar que as carateristicas
da morfologia das sensilas em 7. angustula e T. fiebrigi ndo sdo tdo discriminantes,
para serem utilizados ao nivel de ferramenta diagnodstica na taxonomia do género.
Além disso, tem sido mostrado que estas duas espécies foram elevadas recentemente
a categoria de espécies, e¢ ferramentas moleculares mostram que o isolamento
reprodutivo ¢ incompleto. De uma forma ou outra, os resultados apresentam um
possivel complexo de espécies, no qual a utilizagdo conjunta de ferramentas de

caraterizacdo morfolégica e moleculares, como sequéncias de DNA, poderiam
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estabelecer de forma definitiva a categoria taxondmica na qual devem ser catalogadas

as espécies.
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CONCLUSOES

Neste estudo foi caracterizada, pela primeira vez, a morfologia das sensilas do
dorso das antenas de operarias 7. weyrauchi, mostrando semelhangas nos tipos e
distribuicao destas estruturas em relagdo a 7. angustula e T. fiebrigi, indicando que a
morfologia e distribui¢do das sensilas ¢ conservada entre espécies proximas, como as
espécies do género Tetragonisca.

As andlises univariadas e multivariadas dos caracteres morfométricos das
sensilas antenais revelaram que existem variacdes entre as trés espécies do género
Tetragonisca, mostrando maiores diferencas em 7. weyrauchi com relagao a T.
angustula e T.fiebrigi, que recentemente divergiram para este género.

Os resultados robustecem as sugestdes que existem espécies no grupo
Tetragonisca que ndo sdo geneticamente homogéneas e a existéncia de complexos de
espécies para o género, onde os grandes grupos 7. fiebrigi e T. angustula apresentam-

se morfologicamente semelhantes, mas geneticamente diferentes.
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CONCLUSOES GERAIS

T. angustula, T. fiebrigi e T. weyrauchi apresentam onze tipos de sensilas nos

flagelomeros antenais.

As analises morfométricas permitiram estabelecer diferencas entre as classes,
castas e subcastas de 7. fiebrigi, separando machos, rainhas e operarias dos

soldados.

A caracterizacdo morfologica das sensilas permitiu determinar que os tipos ¢
distribui¢ao das sensilas entre as operarias de 7. angustula, T. fiebrigi e T.

weyrauchi sao conservados para este género.

Os estudos de morfometria das sensilas antenais do género Tetragonisca
permitiu estabelecer que existem maiores diferengas destas em 7. weyrauchi

com a relagdo a 7. angustula e T. fiebrigi

De acordo com as analises morfométricas das sensilas antenais, 7. angustula
e T. fiebrigi formam um complexo de espécies, devido a separagdo
incompleta encontrada, produto possivelmente de um processo de especiagao

recente.
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