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Resumo

Opilides (Arachnida, Opiliones) sdo especialmente dependentes da quimiorecep¢do de contato,
além de serem muito dependentes de altos niveis de umidade e de temperaturas amenas. No entanto, o
conhecimento acerca das estruturas que detectam esses estimulos é muito limitado em opilides, quando
comparado ao que se sabe sobre outros aracnideos. Além disso, sdo raros os estudos investigando a
morfologia interna dessas estruturas - um tipo de informacéo essencial para a determinacdo de suas
funcBes- e o potencial das sensilla para a sistematica. Neste trabalho, n6s investigamos as sensilla tarsais
de todos os pares de perna do opilido Heteromitobates discolor (Laniatores, Gonyleptidae), buscando
refinar o conhecimento das sensilla quimioreceptoras e investigar a localizacdo dos receptores de
temperatura e umidade, através de microscopia eletronica de varredura (MEV) e transmissdo. Para
determinar a abrangéncia dos resultados obtidos com H. discolor e testar o uso de algumas estruturas
para a sistematica do grupo, realizamos uma amostragem com MEV em espécies das quatro subordens
de Opiliones (Cyphophthalmi, Eupnoi, Dyspnoi e Laniatores), com foco em Laniatores (subordem com
2/3 das espécies do grupo). Na primeira parte, fornecemos a primeira evidéncia morfologica de
receptores olfativos em Laniatores (em H. discolor), mostrando que h& abundancia e diversidade de
sensilla olfativas. Além disso, fornecemos evidéncia (com MEV) de cerdas olfativas em 17 familias de
Laniatores, o que sugere que a olfacdo é mais importante para os Laniatores do que previamente
considerado. Na segunda parte, fornecemos a primeira evidéncia morfoldgica de detectores de umidade
e temperatura em opilides (em H. discolor), discutindo os mecanismos de funcionamento dessas
estruturas e uma associacao morfoldgica entre elas, localizada na parte mais distal das pernas | e Il. Por
fim, mostramos que essas sensilla candidatas a detectores de umidade e temperatura sdo extremamente
conservadas em Laniatores (28 familias), e que existem estruturas comparaveis em espécies de
Cyphophtalmi, Eupnoi e Dyspnoi. Com uma analise de reconstrucdo de estado ancestral em uma
filogenia de Opiliones compilada da literatura, mostramos que as variages na morfologia externa dessas
estruturas fornecem informacéo filogenética em varios niveis de relacionamento em Opiliones. Esse
estudo contribui para o conhecimento de aspectos basicos da anatomia celular de sensilla em Opiliones,
refinando o conhecimento sobre a funcéo das sensilla tarsais e forncendo uma base para fomentar o uso

de sensilla para a sistemética do grupo.



Abstract

Harvestmen (Arachnida, Opiliones) are especially dependent on contact chemoreception; and are
dependent on high humidity levels and amenable temperatures. However, knowledge on the sensory
structures (sensilla) that detect such stimuli is limited in harvestmen when compared with other arachnid
orders. Besides, there are few studies investigating the internal morphology of these structures —which is
important for inferring function — and the potential of sensilla for systematics. To refine the knowledge
on chemoreceptive sensilla and investigate the identity of hygro- and thermoreceptors, we investigated
the tarsal sensilla of all leg pairs of the species Heteromitobates discolor (Laniatores, Gonyleptidae),
using scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy. To determine scope
of the results obtained with H. discolor and to test the use of some structures for systematics, we
surveyed (with SEM) species in all four suborders of Opiliones (Cyphophthalmi, Eupnoi, Dyspnoi and
Laniatores), with focus in Laniatores (suborder with 2/3 of harvestmen species). In the first part, we
provide the first morphological evidence of olfactory receptors in a species of Laniatores (H. discolor),
showing that olfactory sensilla are abundant and diverse. Also, we show evidence (with SEM) of
olfactory sensilla on 17 families of Laniatores, which suggests that olfaction is more important for
Laniatores than previously considered. In the second part, we provide the first morphological evidence
of hygro- and thermoreceptors in harvestmen (in H. discolor) discussing the functioning mechanisms of
these structures and their morphological inter-association on the distal-most part of leg pairs | and 1I.
Finally, we show that these putative hygro- thermoreceptive sensilla are widespread in species of
Laniatores (28 families) and that comparable structures occur on species of the suborders
Cyphophthalmi, Eupnoi and Dyspnoi. With an ancestral state reconstruction on a compiled phylogeny of
Opiliones, we show that morphological variations on these sensilla are informative on several levels of
phylogenetic relationships in Opiliones. This study constributes for the basic knowledge on the cellular
anatomy of Opiliones sensilla, refining the function of tarsal sensillar types and providing a base for

their use in systematics.



Contextualiza¢do e rumos do projeto

Opiliones € a uma das maiores ordens de aracnideos em termo de nimero de espécies, atras
apenas das megadiversas ordens Acariformes, Parasitiformes (ambas na antiga ordem “Acari”) e
Araneae (Beccaloni, 2009). As cerca de 6600 espécies descritas (Kury, 2016) estdo divididas em uma
subordem féssil, a recém descrita Tetrophthalmi (Garwood et al., 2014), e quatro subordens viventes:
Cyphophthalmi, Eupnoi, Dyspnoi e Laniatores (Kury, 2013). Os Cyphophthalmi sdo conhecidos em
inglés como “mite harvestmen” (“opilides acaros”) devidos ao seu diminuto tamanho (1-2mm) e
inconspicuidade (Giribet et al., 2012); os Dyspnoi sdo opilides com perna curta, alguns com belas
ornamentacdes do oculario (tubérculo dos olhos) (Pinto-da-Rocha e Giribet, 2007); os Eupnoi variam
desde grupos com pernas curtas como os Dyspnoi, até os delicados “Daddy-long-legs” (Opa Langbein,
no alemé&o) com pernas bem finas e longas (Pinto-da-Rocha e Giribet, 2007); e os Laniatores, grupo de
opilides mais esclerotizados, que incluem a maior parte da variacdo de ornamentos e espinhos,
coloracbes e comportamentos observados no grupo (Pinto-da-Rocha e Giribet, 2007; Buzatto e
Machado, 2014; Giribet e Sharma, 2015).

Uma caracteristica comum aos opilides é o segundo par de pernas alongado, tradicionalmente
considerado como os apéndices sensoriais. Também possuem funcdo especialmente sensorial o primeiro
par de pernas (nos Phalangida: Eupnoi + Dyspnoi + Laniatores) e o pedipalpo (nos Palpatores: Eupnoi +
Dyspnoi) (referéncias em Willemart et al., 2009). No entanto, o conhecimento acerca das estruturas
sensoriais - ou sensilla - dos opilides é muito limitado quando comparado as outras ordens de aracnideos
(eg. Foelix e Chu-Wang, 1973a, 1973b; Barth e Blickhan, 1984; Foelix, 1985; Punzo, 1998; Coons e
Alberti, 1999; Gaffin e Brownell, 2001; Barth, 2002; Talarico et al., 2005, 2006, 2007/08, 2008; Santer e
Hebets, 2011), especialmente quanto a morfologia interna. Histologia é especialmente relevante, pois
observar apenas a morfologia externa é geralmente insuficiente para determinar funcdo de um receptor
(Altner e Prillinger, 1980; Zacharuk, 1985). Na subordem Laniatores, que representa 2/3 das espécies de
Opiliones, ha apenas um unico paper (Proud e Felgenhauer, 2013) mostrando um corte transversal de
uma sensillum. Essa ¢ uma grande lacuna do conhecimento, se considerarmos que a maioria das
informagdes acerca da biologia sensorial de opiliGes provém principalmente de espécies de Laniatores
Neotropicais (Willermart et al., 2009).

O conhecimento sobre a morfologia e biologia sensorial de Opiliones foi recentemente revisado

em Cyphophthalmi (Willemart e Giribet, 2010) e Phalangida (Eupnoi, Dyspnoi e Laniatores) (Willemart
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et al., 2009). Para os opiliGes, a quimiorrecepcdo é uma modalidade sensorial muito importante em
diversos contextos, um paradigma suportado por diferentes frentes de evidéncia. Evidéncias de estudos
comportamentais demonstram a importancia da quimiorrecep¢do no forrageamento (Willemart and
Chelini, 2007; Costa and Willemart, 2013), aprendizado associativo (dos Santos et al., 2013),
comunicagdo e reconhecimento intraespecifico (Machado et al., 2002; Donaldson e Grether, 2007;
Grether e Donaldson, 2007; Willemart e Hebets, 2011; Teng et al., 2012). Na frente morfologica, ha
evidéncias de quimiorreceptores nas quatro subordens viventes de Opiliones: Cyphophthalmi, Eupnoi,
Dyspnoi e Laniatores. Presentes em todas as subordens, as sensilla chaetica sdo consideradas até o
momento 0s receptores tateis/gustatorios dos opilides. Ha evidéncia para dois receptores olfativos: as
solenidia (ndo reportadas em Laniatores) e os dorsal prosomal spines (apenas em Dyspnoi) (referéncias
em Willemart et al., 2009, Willemart e Giribet, 2010). Em Laniatores, no entanto, cerca de 2/3 das
espécies de opilides, ndo ha evidéncia morfoldgica de receptores olfativos, apesar de evidéncias
comportamentais de olfacdo existirem (Machado et al., 2002, Costa e Willemart, 2013, dos Santos et al.
2013, Hashimoto e Hayashi, 2014). Outras cerdas de funcdo desconhecida foram reportadas, como as
falciform hairs e as sensilla basiconica (Willemart et al., 2007, 2009). Outro aspecto relevante da
biologia sensorial dos opilides é a dependéncia de ambientes Umidos e temperaturas amenas, em
especial as espécies Neotropicais (Santos, 2003, 2007). Apesar de ser sabido que os opilides sdo capazes
perceber mudancas de temperatura e umidade (Todd, 1949; Immel, 1954; Clingenpeel e Edgar, 1966;
Santos, 2003, 2007), a identidade e a localizacdo das sensilla responsaveis pela deteccdo é desconhecida.

Neste contexto, meu projeto inicial de mestrado se propunha a investigar a morfologia interna
dos potencias receptores olfativos em uma espécie de Laniatores (Heteromitobates discolor;
Gonyleptidae), focando nas cerdas falciform hairs e sensilla basiconica. Com meu estagio de 4 meses na
Harvard University (EUA), no laboratério do Prof. Gonzalo Giribet obtive acesso ilimitado a
microscopia eletronica de varredura e uma das maiores cole¢Ges de Opiliones do mundo. Nesse estagio,
coletei praticamente toda a informacdo de morfologia externa apresentada nessa dissertacdo. Com o
estagio de 6 meses na Ernst-Moritz-Arndt Universitat Greifswald (Alemanha) com o Dr. Peter Michalik,
tivesse acesso a uma excelente infraestrutura de microscopia eletrénica de transmissdo. Com esses dois
estagios, pude investigar em mais detalhe a morfologia interna de todas as sensilla do tarso de H.
discolor, expandindo a investigacdo para além dos quimiorreceptores, e amostrando a morfologia
externa do tarso de grande parte da diversidade de Opiliones, com énfase em Laniatores. Esse € um

trabalho inteiramente colaborativo, como fica evidente na lista de autores por capitulo.
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No Capitulo 1 (“Not so touchy after all: ultrastructure of chemoreceptive tarsal sensilla in an
armored harvestman (Arachnida: Opiliones: Gonyleptidae) and evidence of olfaction in 17 families of
Laniatores’), me atenho aos objetivos iniciais do projeto: realizamos o primeiro estudo detalhado sobre
a morfologia interna de sensilla em Laniatores, na espécie Heteromitobates discolor (Laniatores,
Gonyleptidae), com foco nos quimioreceptores. No Capitulo 2 (“Ultrastructure of putative hygro-
thermoreceptive tarsal sensilla on a Neotropical armored harvestman (Arachnida, Opiliones,
Laniatores, Gonyleptidae™), fornecemos a primeira evidéncia morfologica de detectores de umidade e
temperatura em opilides, estudando as sensilla basiconica e uma nova sensilla, que chamamos de apical-
hood sensilla. Os dois tipos de cerda formam uma triade na ponta das pernas sensoriais, que estao
intimamente associadas em sua morfologia interna. Por fim, no Capitulo 3 (“Widespread tarsal sensilla
in harvestmen (Arachnida, Opiliones): characters for multi-level phylogenetic relationships and
implications for sensory biology”) investigamos a distribui¢do filogenética da triade identificada nas
pernas | e Il, explorando o potencial dessas estruturas para a sistematica de Opiliones e botando em

perspectiva os resultados do Capitulo 2.



Conclusao

As informac6es de ultraestrutura de sensilla aqui apresentadas revelam caracteristicas
histoldgicas do sistema sensorial nunca antes investigadas nesse grupo, como padrdes de inervacdo
periférica e organizacdo basica de uma sensilla. Além disso, fornecem evidéncia de olfagdo em uma
grande parte das familias de Laniatores e a primeira evidéncia morfoldgica de higro- e termorreceptores
em opilides. Essas informacdes seviram de base para comparacdo de sensilla entre grupos de opilides e
fomentar seu uso como caracteres para sistematica. As informacdes sobre a distribuigdo filogenética das
sensilla na ponta das pernas | e 1l (candidatos a higro/termorreceptores) sdo uma primeira tentativa de
usar cerdas tarsais como caracteres, as quais possuem demonstravel potencial para elucidar relacdes
filogenéticas em varios niveis de relacionamento. Além disso, colocam em perspectiva os resultados
obtidos com a espécie Heteromitobates discolor, permitindo generalizagdo de algumas informacGes de
ultraestrutura para um maior nimero de espécies de Opiliones e contribuindo para o conhecimento da

biologia sensorial do grupo.

Por fim, esse estudo evidencia diversas caracteristicas nas sensilla de opilides - como canais
longitudinais em diversas cerdas olfativas de parede simples, fendas longitudinais nas sensilla
basiconica e sua evaporacao, a dupla inervacdo e estrutura emaranhada da parede da apical-hood sensilla
— que sdo de dificil comparacdo com a literatura de sensilla de insetos. Defendo que o fato dessas
caracteristicas aparentemente fugirem do padréo e serem incomuns é na verdade devido a falta de
conhecimento sobre sensilla em aracnideos em geral. A literatura em Insecta € vasta e muito avancada
em relacdo ao que se sabe sobre aracnideos. Isso fica ainda mais evidente se considerarmos o fato de que
ao menos quatro eventos independentes de colonizagdo do meio terrestre ocorreram no filo Arthropoda
(Insecta, crustaceos Isopoda, Myriapoda e Chelicerata) (Lozano-Fernandez et al., 2016). Ao menos
quatro vezes essas linhagens foram selecionadas para sentir cheiro, perceber mudancas de temperatura e
de umidade num ambiente com ar, o que, apesar da incrivel universalidade do plano basico de uma
sensilla (eg. Altner e Prillinger, 1980; Keil e Steinbrecht, 1984), nos levaria a esperar solucoes
ligeiramente diferentes. Portanto, € de se esperar que novos estudos com aracnideos cada vez mais
encontrem excentricidades no funcionamento das sensilla. Um promissor campo de investigacao é a
ontogenia de uma sensillum em aracnideos, que conta com apenas 4 publicacbes (Araneae: Harris 1977;
Acariformes: Haupt e Coineu, 1978;Solifugae: Haupt, 1982;Uropygi: Haupt, 1996), comparadas com

mais de um século com muitos estudos em insetos. Investigacdes nessa linha poderiam responder



perguntas como:“Double-walled sensilla em aracnideos sdo formadas ontogeneticamente da mesma
forma que as de insetos? (eg. Ameismeier 1985); “Quais similaridades do plano basico de uma sensilla
de um inseto e de um aracnideo sdo homologias e quais sdo convergéncias?; “Se sdo convergéncias
morfoldgicas, seriam os genes envolvidos no desenvolvimento homologos ou exclusivos de cada grupo?
Espero que algumas das informac6es aqui levantadas fomentem o interesse por perguntas em qualquer
um desses niveis de indagacao: desde a anatomia do cilio sensorial da apical-hood sensilla e seu uso na

sistematica, até, quem sabe, a evolucdo dos sistemas sensoriais em Arthropoda.
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