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RESUMO

A principal proposta deste trabalho reside na investigacdo dos compostos volateis que
medeiam a especializada polinizacao crepuscular entre Ptiloglossa e Passiflora pohlii ¢ onde
eles sdo produzidos. Esta interacao distingue-se pela notavel sobreposi¢ao quimica entre os
perfis odoriferos da abelha e da flor, bem como pela exclusividade do mutualismo, onde P.
pohlii conta com Ptiloglossa como seu unico polinizador eficaz. Pelo qual o nosso trabalho esta

estruturado em dois eixos principais:

Caracterizacdo da Fragrancia Floral: O primeiro capitulo busca identificar a
composicdo quimica dos volateis de P. pohlii, determinar o ritmo de emissdo e localizar
anatomicamente as estruturas produtoras do odor. Encontramos que os filamentos da corona
externa eram a fonte do intenso aroma citrico, comprovado através de analises quimicas,
morfolégicas e de ultraestrutura nestas estruturas. A emissdo de volateis, dominada
por monoterpenos (97%), atingiu seu pico no amanhecer, coincidindo com o horario de
forrageamento das abelhas descrito na literatura, e decaiu drasticamente (90%) poucas horas
depois, um declinio correlacionado com a degradacao de organelas celulares. Conclui-se que P.
pohlii possui um sistema altamente coordenado de caracteristicas estruturais, quimicas e
temporais, o que sugere fortemente uma adaptagao para atrair seletivamente suas polinizadoras

crepusculares em uma janela de tempo restrita.

Caracterizacio da Fragrancia das Abelhas: O segundo capitulo analisa os compostos
volateis emitidos pelas proprias abelhas Ptiloglossa, comparando machos e fémeas e
identificando a glandula responsavel pela producdo. Os resultados demonstraram que a
glandula mandibular ¢ a fonte do caracteristico odor citrico destas abelhas, o qual ¢
majoritariamente composto por monoterpenos, como geraniol e geranial. Foi documentado um
nitido dimorfismo sexual: a morfologia da glandula tem forma de castanha de caju nas fémeas
e ¢ trilobada nos machos. Estes resultados sustentam a hipdtese de que estes compostos

atuariam como feromodnios, para o que serdo necessarios bioensaios futuros que o confirmem.

Em conjunto, os dois capitulos revelam um notavel paralelismo quimico e ecologico:

tanto a planta quanto sua polinizadora especializada emitem perfis dominados por



monoterpenos de aroma citrico, sincronizados com a janela de atividade crepuscular, sugerindo

um sistema de polinizagdo mutualisticamente ajustado e altamente especializado.

Palavras-chave: Polinizagdo crepuscular, Volateis florais, Ultraestrutura do osmoéforo,

Emissao de aroma terpenoide, Passiflora, Ptiloglossa, glandula mandibular.



ABSTRACT

The primary aim of this work is to investigate the volatile compounds that mediate the
specialized crepuscular pollination between Ptiloglossa and Passiflora pohlii, and to determine
their production sites. This interaction is characterized by a remarkable chemical overlap
between the olfactory profiles of the bee and the flower, as well as by the exclusivity of the
mutualism, where P. pohlii relies on Ptiloglossa as its only effective pollinator. Thus, our work

is structured around two main axes:

Floral Fragrance Characterization: The first chapter aims to identify the chemical
composition of the volatiles of P. pohlii, determine their emission rhythm, and anatomically
locate the odor-producing structures. We found that the filaments of the outer corona were the
source of the intense citrus aroma, as proven through chemical, morphological, and
ultrastructural analyses of these structures. The emission of volatiles, dominated by
monoterpenes (97%), peaked at dawn, coinciding with the foraging time of the bees described
in the literature, and decreased drastically (90%) a few hours later a decline correlated with the
degradation of cellular organelles. It is concluded that P. pohlii possesses a highly coordinated
system of structural, chemical, and temporal characteristics, which strongly suggests an

adaptation to selectively attract its crepuscular pollinators within a restricted time window.

Bee Fragrance Characterization: The second chapter analyzes the volatile compounds
emitted by the Ptiloglossa bees themselves, comparing males and females and identifying the
gland responsible for production. The results demonstrated that the mandibular gland is the
source of the bees' characteristic citrus odor, which is predominantly composed of
monoterpenes, such as geraniol and geranial. A clear sexual dimorphism was documented: the
gland morphology is rounded (bean-shaped) in females and trilobed in males. These results
support the hypothesis that these compounds would function as pheromones, for which future

bioassays will be needed to confirm it.

Together, the two chapters reveal a remarkable chemical and ecological parallel: both

the plant and its specialized pollinator emit profiles dominated by citrus-scented monoterpenes,



synchronized with the crepuscular activity window, suggesting a mutually adjusted and highly

specialized pollination system.

Key-words: Crepuscular pollination, Floral volatiles, Osmophore ultrastructure,

Terpenoid scent emission, Passiflora, Ptiloglossa, mandibular gland.



RESUMEN

La principal propuesta de este trabajo reside en la investigacion de los compuestos
volatiles que median la polinizacidon crepuscular especializada entre Ptiloglossa 'y Passiflora
pohlii y en determinar dénde son producidos. Esta interaccion se distingue por la notable
superposicion quimica entre los perfiles odoriferos de la abeja y la flor, asi como por la
exclusividad del mutualismo, donde P. pohlii tiene a Ptiloglossa como su unico polinizador

eficaz. Por lo cual, nuestro trabajo esté estructurado en dos ejes principales:

Caracterizacion de la Fragancia Floral: El primer capitulo busca identificar la
composicion quimica de los volatiles de P. pohlii, determinar el ritmo de emision y localizar
anatoOmicamente las estructuras productoras del olor. Encontramos que los filamentos externos
de la corona eran la fuente del intenso aroma citrico, comprobado mediante analisis quimicos,
morfoldgicos y de ultraestructura en estas estructuras. La emision de volatiles, dominada por
monoterpenos (97%), como geraniol e geranial, alcanz6 su pico al amanecer, coincidiendo con
el horario de forrajeo de las abejas segun la literatura, y decay6 drasticamente (90%) pocas
horas después, una disminucion correlacionada con la degradacion de organulos celulares que
ayudan en la produccion de olor. Se concluye que P. pohlii posee un sistema altamente
coordinado de caracteristicas estructurales, quimicas y temporales, lo que sugiere fuertemente
una adaptacion para atraer selectivamente a sus polinizadoras crepusculares en una ventana de

tiempo restringida.

Caracterizacion de la Fragancia de las Abejas: El segundo capitulo analiza los
compuestos volatiles emitidos por las abejas Ptiloglossa, comparando machos y hembras e
identificando la glandula responsable de la produccion. Los resultados demostraron que la
glandula mandibular es la fuente del caracteristico olor citrico de estas abejas, el cual esta
mayoritariamente compuesto por monoterpenos, como geraniol y geranial. Se documentd un
claro dimorfismo sexual: la morfologia de la glandula tiene forma de anacardo en las hembras
y es trilobulada en los machos, siendo de mayor tamafio en los machos. Estos resultados
sustentan la hipotesis de que estos compuestos funcionarian como feromonas, para lo cual se

necesitaran bioensayos futuros que lo confirmen.



En conjunto, los dos capitulos revelan un notable paralelismo quimico y ecologico: tanto
la planta como su polinizadora especializada emiten perfiles dominados por monoterpenos de
aroma citrico, sincronizados con la ventana de actividad crepuscular, sugiriendo un sistema de

polinizaciéon mutualisticamente ajustado y altamente especializado.

Palabras clave: Polinizacion crepuscular, Volatiles florales, Ultraestructura del

osmoforo, Emision de aroma terpenoide, Passiflora, Ptiloglossa, glandula mandibular.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. A Comunicacio Quimica entre Planta e Polinizador

A atragdo de polinizadores pelas flores ¢ mediada por uma complexa combinagao de
sinais multimodais, que inclui desde odores, cores e formas até a oferta de recursos como néctar,
pélen e 6leos florais (Junker; Parachnowitsch, 2015). Em particular, o odor floral tem uma
funcdo importante que varia de acordo com o contexto e com o animal que a percebe (Raguso,
2008). Ela pode atuar como um atraente especifico para polinizadores especializados, como no
caso de compostos florais especificos que atraem vespas polinizadoras de figos (Ficus,
Moraceae) (Chen et al., 2009) ou um conjunto de compostos como nas mariposas Hadena
bicruris (Dotterl et al., 2006) e a maioria das espécies de insetos visitantes florais.
Paralelamente, volateis florais podem ter uma funcao repelente contra ladroes de néctar, no
caso de algumas formigas (Junker; Bliithgen, 2008), ou servir como guias olfativos para ajudar

os visitantes a localizar recursos florais (Détterl; Jiirgens, 2005).

Em abelhas, aromas florais podem exercer variadas fungdes em seu comportamento de
forrageio. Eles atraem abelhas a longas distancias, servindo como guias especialmente em
ambientes densos ou com pouca luz, onde a eficdcia de sinais visuais ¢ limitada (Ackerman,
1986; Knudsen; Andersson; Bergman, 1999). A atra¢do olfativa a longa distancia ¢ um
mecanismo particularmente importante para abelhas inexperientes € recém-emergidas, que
dependem do olfato para localizar suas primeiras fontes de alimento (Détterl et al., 2005; Milet-
Pinheiro et al., 2013; Molet; Chittka; Raine, 2009). Além disso, os aromas florais aumentam a
eficiéncia do forrageamento, uma vez que indicam a presenga ou auséncia de recursos como
néctar e poélen, permitindo que individuos evitem de visitar flores vazias (Dobson; Danielson;
Wesep, 1999; Howell; Alarcon, 2007). No caso de abelhas oligoléticas, que coletam podlen
exclusivamente em flores da mesma espécie género ou familia de plantas (Robertson, 1925),
pode haver uma resposta comportamental inata a compostos especificos emitidos por suas
plantas hospedeiras (Ddétterl; Jirgens, 2005; Dotterl; Vereecken, 2010; Milet-Pinheiro et al.,
2013). Essa atragao instintiva ¢ refinada com a experiéncia, integrando-se progressivamente a
outros estimulos, como cor e forma floral, para formar um padrdo de busca mais completo

(Burger et al., 2012).
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1.2. Comunicacio Quimica na Vida Social e Solitaria das Abelhas

A comunica¢do quimica ¢ fundamental para organizacdo social, sobrevivéncia e
reproducao das abelhas (Ayasse; Paxton; Tengd, 2001). Ela regula uma ampla gama de
atividades destas abelhas, desde a localizagao de alimento, a defesa da colmeia, a evasao de
predadores e a selecdo de parceiros para acasalamento (Miiller; Buchbauer, 2011). Sinais
quimicos especializados medeiam interagdes essenciais, como a identificagdo de membros da
colonia, garantindo o reconhecimento dos integrantes coespecificos da mesma colonia e a
exclusdo de intrusos (Buchwald; Breed, 2005). Em colonias a regulacao ¢ ainda mais complexa,
Os feromonios da rainha suprimem a reproducdo das operarias ¢ mantém a estrutura
hierarquica, enquanto os feromodnios de alarme geram respostas coletivas de defesa de maneira
sincronizada (Slessor; Winston; Le Conte, 2005). No entanto, a importancia dos sinais quimicos

também ¢ fundamental para a grande variedade de espécies com habitos solitérios.

Para as abelhas solitarias, os sinais quimicos sdo o principal meio de comunicacio,
atuando especialmente na sele¢do de parceiros e no reconhecimento entre espécies (Ayasse;
Paxton; Tengd, 2001). Os odores sdo cruciais para que os machos localizem as fémeas e
consigam distinguir entre aquelas que estdo sexualmente receptivas ou ainda sdo virgens
daquelas que ja foram fecundadas (Schiestl; Ayasse, 2000). Em varias espécies, os machos
definem e demarcam territorios associados a recursos, usando compostos quimicos para atrair
fémeas. Este comportamento pode servir como um indicador da sua qualidade genética ou da
sua capacidade de defender o local contra rivais (Ayasse; Paxton; Tengo, 2001; Frankie;

Vinson; Coville, 1980; Hefetz, 1983; Vinson et al., 1982).

1.3. A Interacao Especializada entre Passiflora pohlii e Abelhas Ptiloglossa

O forrageamento em baixa luminosidade, no crepusculo, pode conferir vantagens as
abelhas, como a diminuicao de competi¢do interespecifica por recursos e a redugao da pressao
de predacao (Araujo et al., 2022; Kelber et al., 2006; Wcislo et al., 2004). A capacidade dessas
abelhas crepusculares de forragear no escuro lhes permite coletar recursos antes das abelhas
diurnas, ao amanhecer, e depois da atividade de voo das abelhas diurnas, ao anoitecer, além de

anteceder polinizadores estritamente noturnos, como os morcegos (Franco e Gimenes, 2011;
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Araujo et al., 2020; Araajo et al., 2022). Por serem as primeiras a chegar as flores que
desabrocham perto do crepusculo, essas abelhas coletam uma quantidade maior de poélen,
removendo até 15 vezes mais pdlen por minuto do que outros visitantes da mesma planta. Isso

demonstra a maior eficiéncia decorrente de seu habito crepuscular (Aratjo et al., 2022).

1.4. O Nicho Crepuscular: Vantagens, Desafios e Adaptacoes das Abelhas

A baixa luminosidade do crepusculo dificulta distinguir sinais florais visuais no
ambiente, aumentando o ruido visual e tornando a visao menos confiavel (Warrant, 2017). Por
isso, a navegacdo e o forrageamento tornam-se um desafio para abelhas crepusculares, que
coletam recursos florais exclusivamente sob baixa luz (O’Carroll; Warrant, 2017). Para
contrabalancar essas dificuldades, as abelhas crepusculares evoluiram varias adaptagdes visuais
que maximizam a captacao de luz aumentando sua sensibilidade visual € minimizam os erros
de interpretagdo do ambiente, (O’Carroll; Warrant, 2017; Warrant et al., 2004). Entre essas
adaptacdes estdo ocelos e omatidios maiores em comparagao com abelhas diurnas. O aumento
no tamanho dos omatidios, no entanto, reduz sua quantidade por area, o que diminui a resolug¢ao
da imagem, mas garante a captacdo de luz suficiente para uma boa percepcdo do ambiente
(Aragjo et al., 2023). Além das adaptacdes visuais, a comunicagdo quimica entre flor e abelha

cumpre uma fung¢do essencial que a visdo sozinha ndo consegue suprir (Aratjo et al., 2024).

As plantas visitadas ou polinizadas por abelhas crepusculares geralmente apresentam
um conjunto de caracteristicas tipicas de flores noturnas, como cores claras, principalmente
branco, que contrastam em ambientes de pouca luminosidade, e a presenca de forte odor floral
(Aratjo et al., 2022; Baker, 1961; Borges; Somanathan; Kelber, 2016; Wcislo et al., 2004).
Ptiloglossa (Colletidae, Diphaglossinae) ¢ um género de abelhas conhecido por ter atividade
restrita ao horario crepuscular e tem sido registrado como visitante de diversas espécies de
plantas cujas flores estdo abertas nesses periodos (Araujo et al., 2020; Barbosa et al., 2022;
Cordeiro et al., 2017; Costa; Cerdeira, 2018; Faria; Stehmann, 2010; Roberts, 1971). Em alguns
casos, no entanto, sua visitas florais ndo resulta em polinizagdo efetiva, como ocorre em
Pseudobombax longiflorum (Aratjo et al., 2022) e Caryocar brasiliense (Araujo et al., 2020),

ambas polinizadas principalmente por morcegos.
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Por outro lado, ha espécies de plantas que sdo polinizadas efetivamente por abelhas
crepusculares do género Ptiloglossa. Essas plantas também exibem caracteristicas como
coloragdo clara e odor forte, mas, além disso, possuem atributos tipicos de flores melitofilas
como tamanhos menores, posicao menos expostos e pecas florais que fornecem base de pouso

para abelhas (Barbosa et al., 2022; Faria; Stehmann, 2010).

1.5. A Interacao Especializada entre Passiflora pohlii e Ptiloglossa

No género Passiflora (Passifloraceae), o subgénero Decaloba reune varias dessas
caracteristicas, suas flores geralmente sdo brancas, tem tamanho médio e frequentemente
possuem odor forte perceptivel, adequando-se, desta maneira, perfeitamente a polinizagao por
abelhas crepusculares (Acha et al., 2021). Em diversas espécies de Decaloba abelhas
crepusculares de Ptiloglossa ja foram registradas como polinizadas, como Passiflora biflora e
P. misera (Varassin; Trigo; Sazima, 2001). Outras, como P. morifolia (Barbosa et al., 2022) e
P. pohlii (Faria; Stehmann, 2010), tiveram polinizacdo efetiva confirmada por meio da
comprovagdo de produgdo de frutos, sugerindo uma relacdo intima com estas abelhas
crepusculares. No entanto, apenas nas duas primeiras espécies mencionadas os odores florais
foram analisados at¢é o momento. Diante disso, ¢ importante avangar na investigagdo da
composi¢do quimica floral e de interagdes mediadas por volateis florais tanto em espécies do
subgénero Decaloba quanto em outras espécies de plantas para compreender as relagdes

especializadas com abelhas no crepusculo matutino.

Fassiflora pohlii, sendo uma espécie autoincompativel, depende de polinizadores para
se reproduzir. Esse papel ¢ desempenhado com eficacia por trés espécies de abelhas do género
Ptiloglossa, que visitam as flores num curto periodo ao amanhecer, entre 5:00 e 7:00 h. Durante
a visita floral, a parte dorsal do torax de Ptiloglossa toca os estigmas com alta frequéncia e
garante, desta maneira, alta taxa de frutificagdo 80% apoés visitas Unicas? (Faria; Stehmann,
2010). As flores emitem fragrancia citrica, mas aspectos cruciais como sua composi¢ao
quimica, o momento de liberagdo dos odores e o local e mecanismo de emissdao do odor na flor
estdao desconhecidos. A caracterizagdo desses aspectos ¢ fundamental para compreender o papel
dos compostos volateis na interacdo especializada desse sistema de polinizagdo crepuscular.

Curiosamente, as proprias abelhas Ptiloglossa emitem fragrancia citricas semelhantes para o
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sentido olfativo humano. E possivel que as abelhas utilizem estes odores citricos em suas
interagdes, como na atracdo de parceiros sexuais, ou que o odor possa guiar abelhas inatas

durante os primeiros voos em busca de alimento.

Contudo, ndo ¢ conhecido quais compostos volateis estdo envolvidos na possivel
comunica¢do quimica entre as abelhas, nem o local da sua producdo. Essas incognitas realgam
a relevancia do estudo dos componentes quimicos presentes nessa interagdo. Diante disso, esta
tese investiga a quimica subjacente a esses dois organismos por meio de dois capitulos: No
primeiro capitulo sdo determinados os componentes da fragrancia de Passiflora pohlii, seu
horario de liberagdo e a morfologia e ultraestrutura dos osméforos responsaveis pela producao
desses compostos. No segundo capitulo, é analisada a fragrancia emitida por abelhas
Ptiloglossa, comparando os perfis quimicos de machos e fémeas e localizado a glandula

produtora dessas fragrancias.
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Figura 1: Sistema de polinizacdo crepuscular entre Passiflora pohlii e a abelha Ptiloglossa sp. (A) A
abelha polinizadora Ptiloglossa sp. (B) A flor de Passiflora pohlii. (C) Registro da interagdo biologica,
com a abelha em contato com os estigmas e as anteras, garantindo a transferéncia de pdlen.
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2.1. ABSTRACT

Background and Aims

Some plants release strong flower scents at night and are pollinated by nocturnal bees.
So far, however, little is known about their quantitative temporal pattern of scent release, their
scent composition, and the localization and ultrastructure of the scent-emitting tissues. Here,
we use Passiflora pohlii, a passionflower species whose blossoms open at dawn, are pollinated
by crepuscular Ptiloglossa bees, and emit an intense citrus-like floral scent to (i) localize and
characterize the ultrastructure of osmophores (scent-emitting tissues), (ii) quantify the rhythm
of volatile emissions, and (iii) identify the chemical composition of the floral scent, to

understand better their role in synchronizing pollination within a restricted temporal window.

Methods

Osmophores were localized using morphochemical techniques and characterized via
transmission electron microscopy (TEM). Volatile compounds were collected by dynamic
headspace at early (dawn; complete and dissected flowers) and late (early morning; complete
flowers) anthesis stage, and analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

Sequential ultrastructural analyses tracked subcellular changes correlated with scent emission.

Key Results

The outer corona filaments were identified as the primary site of scent emission,
confirmed by diagnostic structural features (osmophores) and exhibiting significantly higher
volatile emissions than other floral tissues. Scent emission peaked at dawn, temporally aligned
with the activity of Ptiloglossa pollinators, before declining by 90% in late anthesis, despite
unchanged floral turgor. TEM revealed organelle degradation, correlating with the decline in
emission. The scent profile was dominated by monoterpenoids, primarily 'citronelloids'

(geraniol and derivatives thereof).
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Conclusions

We identify a coordinated system of structural, chemical, and temporal characteristics
in a species of passionflower that appear to be tailored to the sensory characteristics, body size,

and crepuscular flight activities of the pollinating Ptiloglossa bees.

Key-words: Crepuscular pollination, Floral volatiles, Osmophore ultrastructure,

Terpenoid scent emission, Passiflora.

2.2. INTRODUCTION

The Passifloraceae family is renowned for its economic importance as fruit crops and
ornamentals, as well as for the diversity of its floral shapes, colors, and scents. Passiflora, the
most species-rich genus of the family, counts a total of 625 species, predominantly distributed
in South America (Dhawan et al., 2004). The flowers are pollinated by a variety of animals,
including hummingbirds and bats, but the most common is pollination by bees (Koschnitzke

and Sazima, 1997; Amela Garcia and Hoc, 1998b; Franco and Gimenes, 2011).

Floral scent has been noted in various Passiflora species (Frankie and Vinson, 1977,
Koschnitzke and Sazima, 1997; Amela Garcia and Hoc, 1998a,b; Amela Garcia, 1999; Aponte
and Jauregui, 2004). The floral odor is closely related to the type of pollinators that visit the
plant. Red Passiflora flowers that bloom during the day and attract hummingbirds usually lack
scent. In contrast, bee-pollinated and night-blooming bat flowers generally emit a strong scent
(Varassin et al., 2001). However, the floral scent composition has been published for only 19
species to date, five of which were found to be odorless (Lindberg et al., 2000; Varassin et al.,

2001; Montero et al., 2016; della Cuna et al., 2018).

Floral scents are frequently produced in osmophores, which are scent glands that usually
present a glandular epithelium and strata of glandular cells from the subjacent parenchyma
(Vogel, 1963). Osmophores are commonly found in petals and are responsible for attracting

potential pollinators (Teichert et al., 2009; Marinho et al., 2014; Tolke et al., 2018). Sensory
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analyses of some Passiflora species by dissection of flower parts, encapsulation in containers,
and sensory analyses by the human nose suggest that the floral scents originate from the corona

filaments (MacDougal, 1994; Varassin et al., 2001).

The corona is a distinctive floral structure of Passifloraceae originating from the
hypanthium and consisting of the operculum and rows of filaments (MacDougal, 1994;
Hemingway et al., 2011). In many cases, these filament rows are differentiated into an inner
row of short, finer filaments. In contrast, the outer filaments are more robust and can vary in
number according to the species. The outer filaments generally serve as landing platforms and
attract pollinators (Krosnick et al., 2013), whereas the inner filaments have no described

function.

The comparison of the ultrastructure of the corona filaments of scented Passiflora
caerulea with those of the scentless P. suberosa flowers revealed differences in the secretory
cells of the outer corona filaments, which are presumed to produce odor in the scented species
(Amela Garcia et al., 2007). In P. caerulea, these cells contain smooth endoplasmic reticulum
and amyloplasts, features absent in the corresponding cells of P. suberosa. Such structural
distinctions are believed to account for the contrasting scent-producing capabilities of the two
species (Amela Garcia et al., 2007). The floral volatile compounds, however, were not analyzed
in that study, which prevents comparison between the organelles and the types of compounds

released.

Most known Passiflora species exhibit diurnal anthesis, synchronized with the activity
of pollinators such as bees and hummingbirds. However, a small group displays nocturnal
anthesis, being pollinated by bats (e.g., P. mucronata and P. galbana, Varassin et al., 2001;
della Cuna et al., 2018) or sphingid moths (e.g., P. pendulifiora; Kay, 2001). An even more
singular strategy is observed in species with dawn flowering, such as Passiflora pohlii Mast.
This climber exhibits small flowers that open by 0400 h and emit a pronounced citric scent
(Faria and Stehmann, 2010), being exclusively pollinated by crepuscular bees of the genus
Ptiloglossa. These bees gain a competitive advantage by foraging in near-absent competition,
before the flight activity of diurnal bees (Kelber ef al., 2006; Wcislo and Tierney, 2009; Aratjo
et al., 2022). Crepuscular bees exhibit visual adaptations for low-light flight (Warrant et al.,
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2004; Aragjo et al., 2023) and usually use the strong floral scent emitted by the
nocturnal/crepuscular flowers as olfactory guides (Carvalho et al., 2012; Krug et al, 2018;
Araujo et al., 2024). Thus, understanding how, when, and where floral scent is released in P.

pohlii is crucial to elucidating its interaction with crepuscular bee pollinators.

In this study, we focus on Passiflora pohlii, a species of the subgenus Decaloba, the
second-largest lineage within Passiflora with 230 species, including 20 representatives in
Brazil (Krosnick ef al., 2013). As is characteristic of this subgenus, P. pohlii exhibits small
flowers featuring a plicate membranous operculum, two whorls of coronal filaments, and white-
purple coloration. Its distribution spans from Bolivia to west-central and southeastern Brazil,
with annual flowering and short flower longevity (Faria and Stehmann, 2010; Milward-De-
Azevedo et al., 2012). We investigate the citric scent of Passiflora pohlii flowers by addressing
the following questions: (i) where are the floral scents emitted? (ii) What is the morphology
and cellular ultrastructure of the osmophores responsible for releasing the volatiles? (iii) What
is the composition of the emitted volatile compounds? Moreover, (iv) when is the floral scent
released? To address these questions, we conducted olfactory tests on different parts of the
flower, performed light and transmission electron microscopy analysis on the floral tissues
responsible for odor production, and used headspace and gas chromatography coupled with

mass spectrometry to identify the volatiles at dawn and soon after sunrise.

2.3. MATERIALS AND METHODS

2.3.1. Sensory analysis

To identify the location of the odor-emitting parts of the flower, we dissected three
flower buds into their constituent parts: sepals, petals, outer filaments, inner filaments, calyx
tube (operculum and limen), and androgynophore. Each part was placed on an odorless
polyester oven bag (40 cm, Wyda®) and covered with a drinking glass to accumulate the
emitted odor for two hours, between 4:00 and 6:00 h, the period of strong scent emission by the
flowers. Thereafter, the glasses were removed, and three individuals smelled each part to

determine the odor-producing parts of the flower (see Paiva et al., 2019).
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2.3.2. Morphology and Histochemical analyses (light microscopy)

We collected flowers from three cultivated individuals of P. pohlii on the campus of the
Federal University of Minas Gerais (UFMG, 19°52'5.628"S 43°57'59.904"W) and at the
Museum of Natural History and Botanical Garden of UFMG (MHNJB, 19°53'31.632"S
43°54'47.984"W) (Figure 1C). From the three individuals, we selected three flowers per
individual across the following flowering stages: i) pre-anthesis, about five hours before flower
opening (2200 h), ii) Early anthesis: about two hours after flower opening, when strong smell
is perceived (0530 h), and iii) Late anthesis: about five hours after flower opening when floral

odor was weak (0800 h).

The flower buds and flowers were cut to obtain samples for transverse and longitudinal
sections. Samples were fixed in Karnovsky fixative (Karnovsky, 1965) under a vacuum of -400
mmHg and then remaining in this fixative for 24 hours. Subsequently, the samples were
dehydrated through a graded ethanol series and embedded in 2-hydroxyethyl methacrylate
historesin (Leica Microsystems Inc., Heidelberg, Germany) in a freezer at -18 °C for 48 hours

before polymerization, following the method described by Paiva et al. (2011).

Transverse and longitudinal sections (5pm thick) were obtained with a rotary microtome
(Hyrax M40, Carl Zeiss Mikroskopie, Jena, Germany), stained with 0.05% toluidine blue pH
6.8 (O’Brien ef al., 1964), placed on slides, and mounted in synthetic resin Entellan (Merck,
Darmstadt, Germany). To detect starch and lipids, unstained sections were subjected to
histochemical tests using Lugol (Johansen, 1940) and Sudan Red 7 B (Brundrett et al., 1991),
respectively. All sections were analyzed and documented using an image capturing system
(TV0.5XC-3, Olympus Scientific Solutions, Waltham, USA) coupled to a light microscope
(CX41RF, Olympus Scientific Solutions, Waltham, USA).

2.3.3. Ultrastructural analysis (TEM)

We conducted ultrastructural analysis in the outer corona filaments at the same three

floral stages. Filament segments were cut into pieces measuring up to 1 mm in length. The
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samples were fixed in Karnovsky fixative (pH 7.2, 0.1 M phosphate buffer) for 24 hours. The
excess air was removed using a vacuum to improve fixative penetration. Following this, the
samples underwent fixation in osmium tetroxide (1% in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2).
Before embedding in epoxy resin, they were contrasted with a 2% aqueous solution of uranyl
acetate and dehydrated in an increasing acetone series. The 50 nm ultrathin sections were
contrasted with lead citrate (3% w/v, 5 min) and examined with a Tecnai-G12 Spirit
Transmission Electron Microscope (TEM) (Philips/FEI Company, Eindhoven, The
Netherlands) at 80 kV (Robards, 1978).

2.3.4. Surface structure analysis (SEM)

The surfaces of the inner and outer filaments were analyzed using a scanning electron
microscope (SEM) (Quanta 200 electron microscope, FEI Company, Eindhoven, The
Netherlands). The filaments were fixed in Karnovsky's solution for 24 hours and then placed in
0.1 M phosphate buffer, pH 7.2. They were dehydrated in an increasing ethanol series, subjected
to critical point drying, and coated with gold-palladium (Robards, 1978).

2.3.5. Headspace analysis of floral volatiles

To determine the floral volatiles and quantify the intensity of floral scent emission
during anthesis, we performed dynamic headspace sampling on flowers from three P.
pohlii individuals at early anthesis (0530 to 0730 h, four flowers in total) and late anthesis (0800
to 1000 h, three flowers in total). To determine whether the outer filaments were the primary
source of odor, as suggested by the previous sensory test, volatile compounds were collected
separately from dissected outer filaments and residual floral tissues (flowers minus outer
filaments) during early anthesis (n = 3 in total). P. pohlii leaves were used as a control, and

volatiles emitted by them were excluded from our analysis.

The headspace analysis was conducted by placing each sample into an odorless
polyester oven bag (40 cm in length, Wyda®), and sampling using a vacuum pump (G12/01

EB; Rietschle Thomas, Puchheim, Germany) with an airflow rate set at 200 ml/min, regulated
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by a flow meter. A glass trap (30 mm in length and 3 mm in internal diameter) filled with a
filter comprising glass fiber and HayeSep Porous Polymer Adsorbent (10 mg, particle size 100-

120 mesh) was used to capture the volatile compounds from the samples.

The capillary, housing the filter with the volatiles, was eluted with 200 puL of solvent
(acetone or hexane, HPLC grade, >99.9%, Sigma-Aldrich). The samples were stored at -4°C
until analyzed by GC-MS (Shimadzu GC2010 gas chromatograph coupled to a Shimadzu
QP2010 Plus mass spectrometer (EI) using a RTX-5 capillary column -Restek, PA, USA; 30 m
% 0.25 m % 0.25 mm). The temperature gradient program started at 50°C and was maintained
for 1 minute, with a temperature increase of 7°C per minute until a temperature of 270°C was

reached.

The chemical structure of volatile compounds was identified using GC-MS Solutions
software (version 4.20) and compared with data from mass spectra and retention index libraries
in GC-MS databases (FFNSC, NIST) and literature sources (NIST Chemistry Book on the Web,

Scifinder). For quantification, f-pinene at 100 ppm was used as a reference standard.

To determine whether there were differences in the quantitative analyses (absolute
amount of the compound) of the odor emitted between the early and late phases of anthesis, a
PERMANOVA analysis was conducted in R v4.5.0 (R Core Team, 2025) using the vegan
package and the adonis2 function (999 permutations) (Anderson, 2017).

2.3.6. Comparative analysis of floral volatiles in Passiflora

To contextualize the floral scent profile of P. pohlii within the genus Passiflora, we
conducted a comparative analysis of floral volatile organic compounds using 92 scent profiles
from 79 species, compiled from seven studies (Lindberg et al., 2000: 8 species; Varassin et al.,
2001: 3 species; Cutri, 2013: 3 species; Shen, 2013: 1 species; Montero et al., 2016: 5 species;
PhD thesis, Clifford, 2017: 70 species; Della Cuna et al., 2018: 1 species; Supplementary Table

1). Profiles were included only if they met three criteria: (1) whole-flower headspace collection;
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(2) quantitative reporting of absolute or relative abundances (%); and (3) compound

identification via gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

Following data extraction, rare compounds (<2% relative abundance in all samples)
were excluded, retaining 318 compounds for analysis. These were classified into 43 functional-
structural categories based on carbon skeleton and dominant functional groups (Supplementary
Table 2). Relative abundances were transformed using centered log-ratio (CLR) to address
compositional bias (Aitchison, 1982). Floral chemical dissimilarity was quantified via
Euclidean distance on CLR-transformed data. Hierarchical clustering was performed using
Ward's algorithm (ward.D2). All analyses were performed in R v4.5.0 (R Core Team, 2025)
using the packages: compositions/CLR transformation (van den Boogaart et al., 2024),
dplyr/data handling (Wickham et al., 2023), factoextra/visualization (Kassambara and Mundt,
2020), and pvclust/bootstrap validation (Suzuki et al., 2019).

2.4. RESULTS

2.4.1. Flower structure

The flowers of P. pohlii range from 2.5 to 4.5 cm in diameter. The corona consists of
the operculum, inner filaments, which are short white filaments with capitate tips parallel to the
androgynophore, and outer filaments, also white but larger than the inner filaments and

perpendicular to the androgynophore (Figure 1A-B).

2.4.2. Sensory analysis

The sensory analysis indicated that the outer filaments of the corona emitted the
distinctive citric aroma that is typical of the entire flower. This odor contrasted with all other
flower parts, which exhibited either a minimal scent or whose scent was entirely undetectable

to human olfaction.

2.4.3. Structure and histochemical analyses
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The outer filaments of P. pohlii exhibited an oval cross-section and contained a
prominent central vascular bundle that extended longitudinally along the entire filament length.
Notably, this vascular tissue showed no lateral branching or projections into the surrounding
cortical parenchyma (Figure 1C-D). In the pre-anthesis stage, there was a noticeable
accumulation of amyloplasts in the outer portion of the cortex, formed by secretory parenchyma
cells (Figure 1C-D). Along the filament, in the acropetal direction, we observed an increase in
potentially secretory cells in the cortex. In the basal and median portions, only the outer cortex
is composed of cells with dense cytoplasm (see Figure 1D). In contrast, in the apical portion,

the cortex is entirely formed by secretory parenchyma cells (Figure 1C, 1E).

During the early anthesis phase, the Lugol test, used to detect starch, showed a positive
result, evidencing a large quantity of starch throughout the cortex of the apical portion of the
outer filament (Figure 1F). However, in the basal portion of the filament, the presence of starch
was notably lower, in addition to being restricted to the most external cortical portions (Figure
1G). Another interesting aspect regarding starch reserves is that, in the late anthesis phase, the
Lugol test yielded a negative result, indicating the absence of starch in the filaments at this

stage.

Across all observed phases (Figure 1C - F), the epidermal cells of the outer filaments
maintained a consistent structure with a notably larger central vacuole than the subjacent
parenchyma. Moreover, both the epidermal and subjacent parenchyma cells displayed well-

developed nuclei.

2.4.4. Ultrastructural analysis of the outer filaments

Pre-anthesis. At this stage, ultrastructural analysis of the outer filaments revealed
epidermal cells with a wavy cuticle firmly attached to the cell wall. They exhibited a larger
central vacuole when compared to those of the subjacent parenchyma, resembling what is seen
in light microscopy. Additionally, the epidermal cells were found to be nucleated, contain

plastids, numerous mitochondria, and a few oil droplets (Figure 2A-B).
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The subjacent secretory parenchyma cells showed some oil droplets and several plastids
containing starch grains. These plastids, in addition to containing large starch grains, are
distinguished by their dense stroma and an internal membrane system that forms slightly dilated

thylakoids in the peripheral portion (Figure 2C-D).

Early anthesis. The epidermal cells maintained a larger central vacuole than the
subjacent parenchyma cells. The epidermal cells were characterized by abundant mitochondria,
a higher concentration of oil droplets in comparison to pre-anthesis, and a uniformly distributed

SER within the dense layer of extravacuolar cytoplasm (Figure 3A-B).

The subjacent parenchyma cells exhibited plastids and mitochondria as predominant
organelles. A marked reduction in the number of starch grains was observed in the plastids; in
most of them, the starch was reduced to a shapeless and fibrillar mass (Figure 3C). There was
an increase in the size of the central vacuole, the presence of some plastids devoid of starch,
and an increase in the amount of oil droplets compared to the previous stage. The presence of
small vacuoles containing amorphous material, similar to that observed in plastids, was striking,
with some cases showing a remarkable similarity between plastids and the vacuoles (Figure
3D). The plasma membrane of many subepidermal cells showed conspicuous sinuosities,

suggesting the storage of substances in a periplasmic space (Figure 3D-E).

In the vascular bundle, a standard structure was observed, with the xylem presenting
few vessel elements, characteristically devoid of any sign of organic material (Figure 3F-G). In
the phloem, the ordinary companion cells had dense cytoplasm; the sieve tube elements had
slightly dense and vesiculated cytoplasm, in which the presence of amorphous material with a

fibrillar appearance was notable (Figure 3F-G).

Late anthesis. In this final stage of anthesis, the epidermal cells lacked the oil droplets
present in the previous stages and contained only a small amount of amyloplasts with small
starch granules (Figure 4A). The plasma membrane appeared sinuous, creating a conspicuous
periplasmic space, in which amorphous material was observed (Figure 4 A-B). This amorphous
material present in the periplasmic space was also observed in the large central vacuole, which

at this stage occupies almost the entire protoplast, leaving only a thin layer of extravacuolar
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cytoplasm (Figure 4A). Within the subjacent parenchyma, the presence of plastids with
remnants of hydrolyzed starch is still a striking feature (Figure 4C-D). Mitochondria and rare
segments of endoplasmic reticulum, in addition to the large central vacuole, complete the set of
most representative organelles in this phase. The xylem presents vessel elements that, although
already differentiated and dead, are filled with substances exhibiting an amorphous or fibrillar
aspect (Figure 4E), whereas in the phloem, the cells retain the same characteristics observed in

the previous phase (Figure 4F).

2.4.5. Surface structure analysis

The images obtained through scanning microscopy revealed that the epidermal cells of
the outer filament of P. pohlii were voluminous, projecting onto the surface with a globular
appearance, giving the surface a rough appearance (Figure 5SA-B). Additionally, the cuticle of
these cells displayed undulations, significantly increasing the overall surface area of the cuticle
(Figure 5C). The images of the inner filaments revealed the capitate tips of these filaments
(Figure 5D), differing from the pointed tips of the outer filaments. The epidermal cells of the
inner filaments (Figure 5E) were less pronounced compared to those of the outer filaments.
However, the cuticle of inner filaments showed undulations, similar to those of outer filaments;
the undulations of inner filaments were less homogeneous than those of outer filaments (Figure

5F).

2.4.6. Floral volatiles at early anthesis of complete flowers

The floral scent of P. pohlii contained a total of 9 terpenoid compounds. Thereof, five
compounds contributed together to almost 93% of the total scent: B-citronellol (37%), geranial

(36%), geranyl acetate (9%), geraniol (6%), and neral (5%) (Table 1).

2.4.7. Schedule of odor emission

The flower of Passiflora pohlii began to open around 0330 h and was fully open by

0400 h; however, it did not emit any noticeable scent for the human nose. The scent emission
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started around 0515 h. Our findings indicate that the flowers emitted a significantly stronger
scent during early anthesis (0530 h to 0730 h; twilight hours) compared to late anthesis (0800
h to 1000 h; daylight) (Table 1). The total scent emission exhibited an approximate 89.96%
reduction (+54.12%) following dawn (Figure 6A), despite the flower maintaining full turgidity.
Notably, the relative compositional profile of volatile compounds remained largely consistent
between these two phases, as evidenced by a strong positive correlation (Pearson’s 7 = 0.86).
Flower wilting started around noon, with the petals and sepals bending forward. The total value
of volatile compounds released during the two stages was significantly different

(PERMANOVA, F= 6.5907, p=0.041).

2.4.8. Floral scent emission in outer filaments and in flowers with these filaments

removed

Headspace analysis of dissected outer coronal filaments in P. pohlii (Table 2) revealed
terpenoid profiles similar to whole-flower volatile emissions (Table 1). Experimental removal
of these filaments reduced total scent emission to residual levels; only four volatile compounds
(collectively representing 2% of the outer filaments' emission) were detected in one of three

replicate samples (Figure 6B). No volatiles were detected in the other two biological replicates.

2.5. DISCUSSION

The study demonstrated that odor production in Passiflora pohlii flowers occurs along
the outer filaments of the corona, with the highest intensity to the human nose at the tips. No
evidence of odor production was found in the inner filaments. The osmophores form a fragrant
ring surrounding the center of the flower, with their secretory cells containing starch and dense
cytoplasm, characteristics typical of odor-producing tissues. Quantitative chemical analysis of
the floral scent confirmed that volatile emission is restricted to the outer filaments and occurs
only for a brief period during the early morning twilight until sunrise, when odor release rapidly
declines. However, the flower remains turgid until early afternoon. The floral scent is primarily

composed of terpenoids, which account for approximately 97% of the emitted volatiles.
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2.5.1. Ultrastructure of osmophores

The P. pohlii osmophore exhibits a simple structure, a glandular epithelium overlying a
few secretory parenchyma layers. The papillose epidermal cells, a feature consistent with
volatile-secreting tissues across other angiosperm species (Sazima et al., 1993; Vogel and
Hadacek, 2004; Melo et al., 2010; Gongalves-Souza et al., 2017), confirm its identity as an

osmophore.

The high cytoplasmic density and abundant organelles in the outer filament cortical
region indicate active secretory function (Paiva et al., 2021; Tolke et al., 2018). This structural
feature joins with two key osmophore features, the accumulation of starch in secretory cells
(Pansarin et al., 2009; Melo et al, 2010; Tolke et al., 2018) and vacuolar dynamics
characterized by volume expansion and flocculent deposits during secretion, a pattern also

documented in osmophores of some Anacardiaceae species (Tolke et al., 2018).

During late anthesis in P. pohlii, small vacuoles containing hydrolyzed starch-like
material form through plastid-to-vacuole conversion, retaining remnants of degraded starch.
These dynamics of organelle interactions and vacuole biogenesis have been documented in
nectaries (Peng ef al., 2004; Guimaraes et al., 2016; Paiva ef al., 2021) as well as in osmophores
(Gongalves-Souza et al., 2017) and demonstrate both organellar plasticity and the critical role
of starch as an energy source for osmophore metabolism during volatile release, with residual

material persisting post-secretion.

Concurrently, the amorphous material observed within vessel elements resembles
soluble carbohydrates, suggesting apoplastic translocation of sugars derived from starch
hydrolysis or directly from the sieve cells. This observation provides a plausible explanation
for the presence of sugar within xylem vessels. Furthermore, the central vascular bundle of the
outer filament lacks projections toward secretory cells, and the osmophore secretory tissue itself
is non-vascularized, which reinforces the hypothesis of sugar apoplastic transport. Collectively,
this evidence supports the high energy demand of the secretory process commonly associated
with osmophores (Gongalves-Souza et al., 2017). Therefore, it seems coherent to provide

substantial sugar during volatile release, whether for active substance transport, mitochondria-
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linked energy production, or even for biosynthetic processes. Lipid droplets, presumably
containing terpenes, were observed from pre-anthesis onward. Although plastids and
endoplasmic reticulum typically mediate terpene synthesis (Langenheim, 2003; Rodrigues et
al., 2011; Sadala-Castilho et al., 2016), we detected no evidence of synthesis activity during
the studied phases. Thus, the cellular structure suggests that the detected terpenes were

synthesized earlier, during bud development.

2.5.2. Odor localization

In Passiflora pohlii, odor production is a distinctive characteristic, confirmed by both
quantitative and ultrastructural analyses to occur exclusively within the outer filaments of the
corona (Figure 6B). This specific localization has also been reported in other Passiflora species
(MacDougal, 1994; Amela Garcia, 1999; Amela Garcia et al., 2007). While the rest of the P.
pohlii flower, including the inner filaments, is virtually scentless, some studies report odor
emission from other floral parts, in particular Passiflora species (MacDougal, 1994; Amela
Garcia and Hoc, 1998a,b; Amela Garcia, 1999). However, these reports are based exclusively
on subjective sensory analyses, classifying odor only as mild or intense based on human
perception, and lack confirmatory analytical evidence. Critically, despite species-specific
variations in reported scent locations, the outer filaments consistently emit scent in all fragrant

Passiflora species identified.

Positioned at the flower's periphery, the secretory-active tips of the outer filaments
facilitate the dispersion of volatiles through wind exposure and mobility. Their rough surface
and elaborate cuticular ornamentation further enhance volatilization by maximizing surface
area. Crucially, these filaments form a continuous osmophore ring encircling the nectary,
creating an annular olfactory guide that enables pollinating bees to locate nectar at a fixed
centripetal distance, a mechanism convergent with Antirrhinum majus, where petal-pollinator
contact zones exhibit peak volatile emission (Kolosova et al., 2001). Complementing this
olfactory ring, a radial visual nectar guide formed by purple tips on the pleated operculum
contrasts with the white filaments, serving as an attractive cue for bees (Chittka and Raine,
2006) and potentially directing them toward the central nectary, the primary floral resource

sought by Ptiloglossa bees in these flowers (Mayorquin, Schlindwein, unpublished data).



37

2.5.3. Scent emission is restricted at dawn.

Our scent analyses of Passiflora pohlii revealed that floral volatiles are primarily
emitted during the early phase of anthesis, which occurs in this species at dawn. Shortly after
sunrise, the concentration of floral scent dropped by approximately 90% (+54%), while the
overall composition of volatiles remained largely unchanged (positive correlation, Pearson’s r

= 0.860). Despite remaining fully turgid during daylight, the flowers emit little to no scent.

In P. pohlii, the effective pollinating Ptiloglossa bees visit the flowers only at dawn
(Faria and Stehmann, 2010). This visiting pattern indicates a strong synchronization between
scent emission and the flight activity of crepuscular bee pollinators. Floral scent emission,
adjusted to the time of pollinator activity, has been repeatedly demonstrated in several

pollination systems (Dudareva ef al., 2000; Raguso, 2008; Wright and Schiestl, 2009).

Our ultrastructural analysis supports these findings by revealing the cellular changes
associated with volatile production. During the pre-anthesis stage, the outer filaments exhibited
a high accumulation of starch and a dense stroma, indicating intense metabolic activity. These
energy reserves are likely mobilized during anthesis for volatile biosynthesis and emission.
During early anthesis, when scent release peaks, we observed an increase in vesicles and
membrane undulations, which likely facilitate the transport of volatiles toward the cell walls

for emission.

By late anthesis, the disappearance of oil droplets and amyloplasts, previously present
in earlier stages, indicates that volatile release had been completed. This simultaneous depletion
of different types of reserves supports the hypothesis that P. pohlii optimizes scent emission by

concentrating it within a short time window, precisely when pollinators are active.

The success of plant-pollinator communication depends on several factors, among
which the precise timing of signal presentation plays a crucial role (Raguso, 2008), which is
particularly important for Passiflora pohlii, given the short activity window of its crepuscular

pollinators. This strategy likely optimizes pollination efficiency by ensuring that scent emission
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coincides precisely with pollinator activity, thereby increasing the probability of successful

pollen transfer.

2.5.4. Floral Scent Composition

The floral scent of P. pohlii is dominated by acyclic monoterpenes, including citronellol,
geraniol, geranial, and neral, collectively termed 'citronelloids' (Bergman et al., 2023). These
citronelloids originate from geraniol (an alcoholic monoterpene), which undergoes enzymatic
transformations to generate other volatile components. For instance, oxidation of geraniol
yields geranial (an aldehydic monoterpene), while reduction of one of its double bonds produces
citronellol (an alcoholic monoterpene). Subsequent biochemical transformations yield other
compounds, such as neral and geranyl acetate, which are present in lower proportions within P.
pohlii's scent (Bergman et al., 2023). A key differentiating feature of P. pohlii is its metabolic
branching from geraniol. This results in a unique volatile profile dominated by monoterpenes
(exceeding 90%), primarily alcohols and aldehydes, characteristics rarely seen in

other Passiflora species (Figure 7).

P. pohlii and P. misera clustered closely in the cluster analysis (Figure 7), reflecting the
similarity in the composition of volatile compound types present in their floral scents. Beyond
this chemical resemblance, these two species are also phylogenetically close, belonging to the
same subgenus (Decaloba) and the same clade (SAS8), which exhibits the broadest geographical
distribution among the Decaloba groups (Acha et al., 2021). Their floral appearance is highly
similar, characterized by predominantly white-colored flowers, and bees of the genus
Ptiloglossa pollinate both. In the case of P. misera, anthesis was described as 'mainly early and
short / dawn-sunset (Amela Garcia and Hoc, 2001), which we interpret as being very similar to
the anthesis pattern observed in P. pohlii in this study. Collectively, this evidence suggests that
P. pohlii and P. misera share not only chemical and morphological characteristics, but also
convergent ecological strategies aimed at attracting specific pollinators within a restricted time
of day. This pattern appears to extend to other species within Decaloba, as evidenced by P.
biflora, which shares similar chemical characteristics and coloration, reinforcing the hypothesis

of a common evolutionary pattern.
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Besides P. misera, the species with chemical profiles similar to P. pohlii (Figure 7, red
names) exhibit bee-pollinated flowers that are diurnal and brightly colored. On average, these
species contain 70% alcoholic-, aldehydic-, and ester-type monoterpenes, compounds that are
rarely found as major constituents in other Passiflora species (Figure 7). In contrast, groups
with nocturnal pollinators, such as bats, do not exhibit these compound types as their
predominant types; instead, they display aromatic compounds as their main constituents (Figure

7).

In summary, the data indicate that this distinct scent chemistry is a unique, specialized
feature of a small clade (10 species) within Passiflora, representing a specific chemical strategy

for bee pollination that is not common across the genus.

2.6. Conclusion

Odor emission in P. pohlii is spatially restricted to a specific floral part (the outer
filaments) and temporally optimized to dawn. This process is sustained by starch-derived
energy reserves and dominated by geraniol-derived monoterpenes. This strategy, combined
with olfactory guides and likely visual cues (white coloration), reflects an evolutionary
adaptation to pollination by crepuscular bees. However, behavioral bioassays are essential to
confirm whether these 'citronelloids' function as effective chemical attractants for Ptiloglossa.
So far, these bees have previously only been shown to respond to benzenoids/phenylpropanoids
(e.g., 2-phenylethanol), fatty acid derivatives (l-octanol), and mixtures containing such
compounds together with non- 'citronelloid' terpenes (e.g., linalool) (Martinez-Martinez et al.,
2021). The chemical and ecological convergence with P. misera and other Decaloba species
suggests an evolutionary pattern where 'citronelloid' synthesis emerges as a metabolic

innovation for efficient pollinator attraction within restricted temporal windows.
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Table 1. Absolute value (ng/flower/hour, mean + SD) and relative value (Percentage, mean + SD) of
compounds found in the scent of Passiflora pohlii flowers during early anthesis stage (0530 h to 0730

h), and late anthesis stage (0800 h to 1000 h). Values >5% are printed in bold. Retention index (RI).

Early anthesis (n=4)

Late anthesis (n=3)

Absolute Relative | Absolute value  Relative
Compounds RI value value (ng/flower/hour) value (%)

(ng/flower (%)

/hour)
Terpenoid
citronellal 1156 303 +£196 1£0.2 8+13 0.2+0.3
B-citronellol 1233 | 10040 +£5025 37+9.5 536 + 498 21 £26.1
neral 1247 | 1574 £1061 5+0.7 265 + 359 9+5.2
geraniol 1261 | 1687 + 1585 6+2.8 148 +189 4+3
geranial 1279 | 10543 £ 6007 36 +4.2 1117 + 1024 55 +23.1
methyl geranate | 1333 70 =77 0.3+0.5 1016 0.5+0.8
citronellyl 1357 778 + 438 3+0.8 28 +£29 0.9 £ 0.6
acetate
geranic acid 1372 828 + 743 3+£23 54 + 66 2+1
geranyl acetate 1387 | 2708 +2268 9+6.3 210 + 315 7+5.4




Table 2. Location of floral scent emission in Passiflora pohlii. Quantification of volatiles emitted
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during the early anthesis stage from the outer filaments of the corona and from flowers where the outer

filaments were experimentally removed. Absolute amount of different volatile compounds emitted
(ng/flower/hour, mean + SD), Retention index (RI).

Outer filaments (n=3)

Flower without outer

filaments (n=3)

Compounds RI Absolute Relative Absolute Relative
value value (%) | value value (%)
(ng/flower (ng/flower
/hour) /hour)
Terpenoid
v-isogeraniol 1146 |42+17 03+0 00 00
citronellal 1156 | 80 =25 1+0.1 0+0 00
B-citronellol 1233 | 5243 +1936 | 36=+2.7 0+0 0+0
neral 1247 | 609 +303 4+0.9 14+19 1+£24
geraniol 1261 | 644 £256 4+1.9 44 + 62 4+7.8
geranial 1279 | 6081 +£1769 |43 +3.8 269 £381 |27+47.6
citronellyl acetate | 1357 | 1000 + 580 6+2.6 00 00
neryl acetate 1365 | 189 £157 1+0.8 00 00
geranyl acetate 1387 | 500+ 160 4+04 00 00
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Figure 1. Passiflora pohlii flower parts and histological sections of the outer filaments of the corona.
A-B. Longitudinal section of the flower and top view, respectively. Notice the different flower parts
with emphasis on the long outer filaments. C-G. Sections of the outer filaments. C. Longitudinal section
in the pre-anthesis stage; notice the dense cytoplasm of the subjacent parenchyma cells (insert) and the
central vascular bundle with xylem and phloem. D. Transverse section of the median portion of the
filament in early anthesis showing the oval shape of the filament, a uniseriate epidermis and the outer
cortex with secretory cells. E. Longitudinal section in late anthesis; note that in the cortex the
parenchyma cells show less dense cytoplasm than in the previous phases. F-G. Histochemical analysis
with Lugol to detect starch (dark spots) in a longitudinal section during early anthesis. (F) Filament tip
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showing high density of starch grains. (G) Filament base with lower starch content. (an -
androgynophore; at - anther; co - cortex; ep - epidermis; if - inner filaments; ne - floral nectary; of -
outer filaments; op - operculum; pe - petal; se - sepal; st - stigma; vb - vascular bundle).

Figure 2. Ultrastructure of the distal portion of the outer filament of Passiflora pohlii in the pre-anthesis
stage. A-B. Epidermal cell with a wavy cuticle firmly attached to the cell wall and a large central
vacuole; in B the presence of oil droplets can be seen, mitochondria and plastids stand out. C. Secretory
parenchyma cells with numerous plastids, filled with starch grains (*). D. Detail of cytoplasmic portion
of secretory cell with large plastids filled with starch grains without signs of hydrolysis. (cu - cuticle;
cw — cell wall; is - intercellular space; mi — mitochondria; nu - nucleus, od - oil droplet; pl - plastid; va
- vacuole).
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Figure 3. Ultrastructure of the outer filament of Passiflora pohlii flower in early anthesis, the stage at
which the flower's scent is perceived. A-B. epidermal cells with a large vacuole and extravascular
cytoplasm rich in mitochondria and oil droplets. Note that the cuticle remains attached, with no signs
of rupture. C-E. Secretory parenchyma cells. Note, in C, the large central vacuole containing
amorphous material; in the plastids the starch grains are undefined, in an advanced stage of hydrolysis.
D. Detail of the peripheral cytoplasm rich in organelles; note the similarity of the vacuolar content
with the hydrolyzed starch in the previous image. E., Detail of the peripheral cytoplasm with oil
droplets and mitochondria; the plasma membrane with undulations and a discrete periplasmic space is
created (*). F-G. Detail of the vascular bundle. In F the xylem (left) presents few vessel elements and
parenchyma cells. In the phloem (right) the ordinary companion cells show dense cytoplasm; the sieve
tube elements have slightly dense and vesiculated cytoplasm. G. Detail of the phloem with companion
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cells next to the sieve tube elements with slightly dense and vesiculated cytoplasm. Note the presence
of amorphous material with a fibrillar appearance in the sieve tube elements. (cc - companion cell; is -
intercellular space; mi - mitochondria; od - oil droplet; pl- plastid; se — sieve tube element; va -
vacuole; ve - vessel element).
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Figure 4. Ultrastructure of the outer filament of Passiflora pohlii flower in late anthesis, the stage at
which the scent is no longer perceptible. A. Epidermal cell with a large central vacuole and plastids with
a few starch granules; the plasma membrane is sinuous, creating a large periplasmic space. B. Detail of
the peripheral portion of the epidermal cell, note the intact and well-adhered cuticle; in the periplasmic
space (*) there is an accumulation of amorphous material. C. Parenchyma cells with a well-developed
nucleus and some amyloplasts with starch remnants. D. Parenchyma cell with some plastids and
mitochondria; inside the plastids there is an amorphous material, residues of already hydrolyzed starch.
E-F. Detail of the vascular bundle. E. The xylem presents vessel elements that although already
differentiated and dead, present full of substances with an amorphous or fibrillar aspect. F. Detail of
phloem, notice the dense cytoplasmic companion cells and a characteristic sieve tube element. (cu -
cuticle; cw — cell wall; mi — mitochondria; nu - nucleus, pl - plastid; se — sieve tube element; va —
vacuole; ve — vessel element).
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Figure 5. Scanning electron microscopy images of the Passiflora pohlii corona filaments in early
anthesis. A-C. Outer filament. (A) Filament apical zone showing its elliptical tubular form and pointed
tips. B-C. The turgid epidermal cells protrude, giving the surface a rough appearance. In C, a detail of
the cuticle, with a regular wavy pattern. D-F. Inner filament tip. D. Filament apical zone showing its
capitate tips. E- Detail of the epidermal cells, which are less pronounced than those of the outer filament;
in F a cuticle detail, notice the heterogeneous undulation.
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Figure 6. Scent emission quantity by time and in outer filaments vs. rest of flower. A. Total
amount of compounds (ng/flower/hour) produced in the early (0530 h to 0730 h) and late (0800 h to
1000 h) stages of anthesis of Passiflora pohlii. B. Total amount of compounds emitted
(ng/flower/hour) by the outer filaments compared to those emitted by the whole flower with the outer
filaments removed demonstrating that the outer filaments are the primary source of odor in Passiflora
pohlii flowers.
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Figure 7. Hierarchical cluster analysis of floral volatile composition in Passiflora species.
The dendrogram groups species based on similarity in floral scent compound profiles (relative
percentages), using literature-derived data. Node circles represent chemical profiles, with size indicating
mean relative abundance of dominant compound classes. Branch labels show Approximately Unbiased
(AU) support values (%). Species chemically closest to Passiflora pohlii are highlighted in red. MT.
Monoterpene, ST. Sesquiterpene.
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3. CAPITULO 2: Emissio de odores citricos por abelhas Ptiloglossa (Colletidae),

origem, composicio e morfologia glandular

Angie Zuleidi Mayorquin, Jose Serrao, Stefan Détterl, Reisla Oliveira, Diogo Montes Vidal,

Clemens Schlindwein

3.1. RESUMO

Compostos organicos volateis possuem um papel importante para a comunicagao entre
iniimeras espécies de abelhas e entre flores e abelhas visitantes florais. Em espécies de abelhas
crepusculares, como as do género Ptiloglossa (Colletidae), que forrageiam exclusivamente sob
luz baixa, a comunicagdo quimica assume um papel ainda mais importante do que em abelhas
diurnas. Estas abelhas dependem fortemente de pistas olfativas quando visitam flores noturnas
de odor intenso. No entanto, a origem e composi¢do dos odores que elas proprias emitem e que
podem possuir um papel para comunicagdo intraespecifica, sdo desconhecidas. Perguntamos:
(1) Qual a composicao dos volateis emitidos pelas abelhas Ptiloglossa? (ii) Onde os volateis sao
produzidos? (ii1) qual a morfologia das glandulas produtores dos volateis? e (iv) ha diferenca
na composicado e intensidades dos volateis e estruturas glandulares entre machos e fémeas? Este
estudo investigou a composi¢ao e origem do odor citrico das abelhas crepusculares Ptiloglossa.
Por meio de analises quimicas (GC-MS) e extracao glandular, os volateis emitidos e presentes
nas glandulas foram comparados. Além disso, comparamos a morfologia das glandulas
produtoras do aroma e seus compostos volateis entre machos e fémeas. Identificamos a glandula
mandibular como a fonte do odor caracteristico de Ptiloglossa. Seu perfil quimico foi dominado
pelos monoterpenos geraniol, geranial, neral, linalol e ocimeno, apresentando composicao
qualitativamente similar entre machos e fémeas. No entanto, os machos apresentaram uma
variabilidade significativamente maior na quantidade total de compostos emitidos. Além disso,
a morfologia da glandula mandibular difere entre os sexos: as fémeas possuem um reservatdrio
em formato de castanha de caju, enquanto os machos exibem uma estrutura trilobada e achatada
de pelo menos trés vezes o tamanho da glandula na fémea. Concluimos que a glandula
mandibular produz uma mistura de compostos com potencial feromonal. A significativa
variabilidade na quantidade total emitida pelos machos corrobora a hipotese de que os volateis

emitidos por abelhas de Ptiloglossa podem possuir uma fungdo na biologia reprodutiva destas
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abelhas, atuando como um sinal honesto. Para testar esta hipdtese seria importante realizar

biotestes com extratos glandulares de machos e fémeas.

3.2. INTRODUCAO

Para as abelhas solitdrias os sinais quimicos representam o principal canal de
comunicagdo, especialmente nos processos de selecdo sexual e reconhecimento interespecifico
(Ayasse; Paxton; Tengo, 2001). Os odores sdo essenciais para que os machos localizem fémeas
e discriminem entre aquelas sexualmente receptivas ou virgens e as ja fecundadas (Schiestl;
Ayasse, 2000). Em algumas espécies, os machos estabelecem e marcam territorios associados
a recursos, utilizando-se de sinais quimicos para atrair fémeas, um comportamento que pode
sinalizar sua qualidade genética ou capacidade de defesa do local contra competidores (Ayasse;

Paxton; Tengd, 2001; Frankie; Vinson; Coville, 1980; Hefetz, 1983; Vinson et al., 1982).

Além do contexto reprodutivo, sinais quimicos sdo igualmente cruciais para a
localizagdo e discriminag¢do de plantas hospedeiras, fontes de recursos e marcacao individual
do ninho em contextos de agregacao (Dotterl; Vereecken, 2010; Hefetz, 1987). Essa
dependéncia da comunicacdo quimica € ainda mais critica para as abelhas crepusculares, que

operam em condic¢des de luz limitada.

Para superar as limitagdes visuais impostas pelo creptsculo, abelhas com atividade
nesse periodo desenvolveram adaptacdes integradas nos sistemas morfologico, fisioldgico e
neural. Tais adaptagdes, que incluem o aumento dos olhos compostos e ocelos, capacitam essas
abelhas ao voo eficiente em condi¢cdes de luminosidade reduzida. Esta capacidade visual
permite comportamentos essenciais como forrageamento e navegacdo para relocalizagdo do
ninho durante voos de retorno. (Greiner et al., 2004; Greiner; Ribi; Warrant, 2004; Kelber et
al., 2006; Warrant et al., 2004). Essas adaptacdes atuam em sinergia com sinais quimicos:
odores florais funcionam como atrativos de longo alcance, enquanto os estimulos visuais sao
cruciais para desencadear o pouso e a coleta de recursos florais (Aratjo et al., 2024). Dessa
forma, em sistemas de poliniza¢do noturna/crepuscular, o odor orienta as abelhas até as fontes
de alimento, auxiliando também na localizacdo de sitios de nidificagdo e copula (Borges;

Somanathan; Kelber, 2016; Krug et al., 2018; Martinez-Martinez et al., 2021).
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A compreensdo dos mecanismos de como abelhas crepusculares interagem com o
ambiente, sobretudo quimicamente ¢ pouco conhecido. Ocorrem cerca de 250 espécies de
abelhas de habitos noturnos ou crepusculares no mundo, distribuidas pelas familias Andrenidae,
Apidae, Halictidae e Colletidae (Wcislo & Tierney, 2009). Na regido neotropical, dois géneros
sdo representativos de habitos noturnos e crepusculares: Megalopta (Halictidae) e o género
Ptiloglossa (Colletidae). Este ultimo, de hébito estritamente crepuscular, pertence a subfamilia
Diphaglossinae e possui um total de 57 espécies descritas (Velez-Ruiz, 2015). As abelhas do
género Ptiloglossa nidificam no solo e possuem comportamento frequentemente gregario,
exibindo um curto periodo de atividade restrito aos crepusculos matutino e vespertino (Roberts,
1971). Os sinais olfativos utilizados por essas abelhas para comunicagao intraespecifica, como
atracdo de parceiros, marcacao de territdrio ou comunicagao entre os sexos, ainda nao sao

conhecidos.

As abelhas crepusculares do género Ptiloglossa dependem fortemente de pistas olfativas
para forrageamento, comportamento evidenciado pelas sindromes florais das plantas que
visitam ou polinizam. Entre estas encontramos flores quiropteréfilas, como o pequi (Caryocar
brasiliense)(Araujo et al., 2020) e espécies de Pseudobombax (Aragjo et al., 2024), as quais
abrem no fim da tarde e permanecem abertas até a manha seguinte. Embora sejam visitadas por
Ptiloglossa, que chega a remover quantidade expressiva de pdlen, estas abelhas nado se
constituem como polinizadoras eficazes (Araujo et al., 2020). Por outro lado, ha flores
melitofilas de antese crepuscular matutina, como diversas Myrtaceae (Cordeiro et al., 2017,
2021), Machaerium opacum (Fabaceae) (Siqueira et al., 2018), Spondias mombin
(Anacardiaceae) (Carneiro; Martins, 2012), o guarana (Paullinia cupana) (Krug et al., 2018) e
Fassiflora pohlii (Faria; Stehmann, 2010), caracterizam-se por exalar odores intensos, possuir
coloragdo branca e abrir-se antes do nascer do sol. Neste grupo as abelhas Ptiloglossa sdo as
primeiras visitantes florais e sdo polinizadoras efetivas. Apesar de serem polinizadoras
eficientes de variadas plantas a origem e composi¢cdo quimica dos sinais olfativos que as
proprias abelhas utilizam para comunicagdo intraespecifica permanecem completamente
desconhecidas, representando uma lacuna significativa no entendimento da ecologia quimica

desses polinizadores crepusculares.

A producdo de compostos volateis pelas proprias abelhas frequentemente ocorre em

glandulas especificas, ou células do tegumento modificadas e conectadas a cuticula (Ayasse;
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Paxton; Tengd, 2001; Miiller; Buchbauer, 2011). Em abelhas, reconhece-se a importancia de
varias glandulas e as fungdes que elas exercem. Por exemplo, a glandula de Dufour, em abelhas
do género Colletes, produz lactonas macrociclicas utilizadas para revestir as células de cria
(Almeida, 2008), enquanto a secrecao da glandula labial em Bombus atua como feromoénio de
atracdo sexual. Dentro da diversidade de glandulas em abelhas, a glandula mandibular se
destaca por produzir feromdnios de atragdo de parceiros e de marcagdo de territorio em diversas
abelhas solitarias, como Colletes, Andrena, Panurgus, Osmia, Xylocopa, entre outras (Ayasse;
Paxton; Tengo, 2001). Entretanto, para a maioria das abelhas de habitos crepusculares, como
as do género Ptiloglossa, as fontes glandulares e a composicdo dos volateis permanecem

inexploradas.

Um odor citrico caracteristico, consistentemente percebido durante a coleta e em
espécimes de coleg¢do, ¢ emitido por abelhas do género Ptiloglossa (Observagdo pessoal).
Contudo, os compostos volateis responsaveis por esta fragrancia nunca foram identificados. A
origem glandular e uma possivel varia¢ao do perfil quimico entre os sexos também permanecem
desconhecidas. Diante dessas lacunas, este trabalho aborda as seguintes perguntas: (i) Qual a
composicdo dos volateis emitidos pelas abelhas Ptiloglossa? (i) Onde os volateis sdo
produzidos? (ii1) Qual a morfologia das glandulas produtoras? e (iv) Ha diferenca na

composi¢ado e intensidades dos volateis e estruturas glandulares entre machos e fémeas?

3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.1. Coleta de abelhas

Os espécimes de Ptiloglossa sp. utilizados nas analises foram coletados quando
visitaram flores de Passiflora pohlii (Passifloraceae), uma espécie polinizada exclusivamente
por abelhas desse género (Faria; Stehmann, 2010). A coletas foram realizadas em seu habitat
original nas dependéncias do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMQG), Belo Horizonte, Brasil (19°52'04.8"S 43°57'59.8"W). Os espécimes foram
separados em morfotipos com base em caracteres morfologicos, em cooperacdo com Dr.

Eduardo Almeida (Universidade de Sao Paulo), especialista do grupo taxonomico.
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3.3.2. Anatomia da glindula mandibular — microscopia de luz

Para o estudo da morfologia as abelhas de Ptiloglossa sp.1, trés machos e uma fémea
foram imobilizados durante 10 minutos no freezer a -10°C. As cabecas foram retiradas com
ajuda de uma lamina de barbear e colocadas em Fixador Zamboni (Stefanini; Martino;
Zamboni, 1967) na geladeira a 5° C, por 15 dias. O material foi analisado no Laboratorio de
Ultraestrutura Celular da Universidade Federal de Vigcosa (UFV), desidratado em solugdes
gradativas de Etanol (70%, 80%, 90%, 95%) e embebido em historesina Leica (Leica
Biosystems GmbH, Heildelberg, Germany). Depois da polimerizacdo da historesina, as
amostras foram cortadas em pedagos de 2 um de espessura, coradas com hematoxilina e eosina

e analisadas em microscopia de luz.

3.3.3. Coleta headspace de compostos emitidos por abelhas Ptiloglossa

Para coletar os compostos volateis emitidos pelas abelhas (trés machos, dois fémeas),
os individuos foram coletados e imediatamente acondicionados em sacos de poliéster inodoros
(40 cm, Wyda®) até o inicio da extragdo dos odores. As abelhas permaneceram nos sacos por

pelo menos 30 minutos antes do inicio da coleta dos volateis.

Os volateis foram amostrados mediante a técnica de headspace dinamico, com duracdo
de duas horas. Cada saco contendo um individuo foi acoplado a uma bomba de vacuo (modelo
G12/01 EB; Rietschle Thomas, Puchheim, Alemanha), cujo fluxo de ar foi mantido constante

a 200 mL/min, regulado por um fluxdmetro.

Os compostos volateis foram retidos em um tubo adsorvente contendo uma mistura de
fibra de vidro e o polimero adsorbens poroso HayeSep® (100-120 mesh). Para eluir os
compostos adsorvidos, utilizamos 200 pL de hexano (grau HPLC > 99,9%, Sigma-Aldrich). As
amostras eluidas foram armazenadas a -20 °C at¢ as analises por cromatografia gasosa acoplada

a espectrometria de massas (GC-MS).

3.3.4. Extrato da glindula mandibular
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Os extratos das glandulas mandibulares foram analisados nos mesmos individuos nos
quais foram coletadas as amostras headspace antes (cinco machos, dois fémeas) com excegao
de dois machos nos quais nao conseguimos ter amostras de headspace analisadas. Os espécimes
foram imobilizados num freezer a -20 °C por ~10 minutos, até eles morreram. Isto permitiu a
dissec¢do da glandula mandibular da cabega com facilidade. Quando a extragdo ndo pdde ser
realizada imediatamente, as abelhas foram armazenadas a -20 °C por até trés dias. Nao notamos
diferencas nas extracdes e analises apds este congelamento prolongado em comparagdo com

extragOes imediatas.

A cabeca, previamente dissecada, foi fixada em um suporte constituido por uma mistura
de parafina e cera de abelha para facilitar a manipulagdo durante a extragdo da glandula
mandibular e foi submersa em soro fisioldgico para evitar desidratagao dos tecidos. A glandula,
que permaneceu aderida a mandibula & qual se conecta por um ducto excretor, foi entdo
cuidadosamente extraida. Para isso, todos os musculos e tecidos da mandibula conectados a

cabega foram seccionados, isolando-a completamente.

Em seguida, a glandula mandibular ainda unida a mandibula foi submersa em 100 pL
de hexano (grau HPLC > 99,9%, Sigma-Aldrich) por um periodo de 10 segundos para reter os
compostos pelo solvente. Posteriormente, a glandula e a mandibula foram retiradas do solvente.
A amostra resultante foi entdo armazenada a -20 °C até a andlise por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

3.3.5. Analise e identificacio de compostos

A anélise GC-MS foi realizada em um cromatdgrafo a gds Shimadzu GC2010 acoplado
a um espectrometro de massa (EI) Shimadzu QP2010 Plus. Foi utilizada uma coluna capilar
RTX-5 (Restek, PA, EUA; 30 m % 0,25 m x 0,25 mm), com programacao de gradiente de
temperatura comegando em 50°C mantida por 1 min e uma taxa de aumento de 7°C por min até

chegando a 270°C.
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A identificacdo dos compostos foi realizada utilizando o software GCMSolutions. Os
cromatogramas obtidos foram comparados com dados de bibliotecas espectrais comerciais
(FFNSC, NIST, SHIM) e literatura (NIST Chemistry WebBook, SRD 69; SciFinder).
Adicionalmente, os compostos foram confirmados através da comparacao de seus indices de
retengdo experimentais com valores de referéncia reportados na literatura, calculados a partir

de uma série homologa de n-alcanos.

Para quantificacao, utilizou-se pentadecanoato de metila (1000 ppm) e b-pineno
(100ppm) como padrdo. Compostos identificados como contaminantes provenientes do

solvente, do sistema ou do material bioldgico foram excluidos das analises subsequentes.

3.4. RESULTADOS

3.4.1. Composicao do odor de Ptiloglossa

Na analise headspace de machos e fémeas de Ptiloglossa, foi identificado um total de
dez compostos volateis. Todos foram terpenos, sendo um sesquiterpeno e os demais
monoterpenos pertencentes hidrocarbonetos (élcool, aldeido e éster). Nos machos, os
compostos majoritarios foram geraniol (66 + 7%), geranial (15 = 7%) e ocimeno (10 £ 13%)).
Nas fémeas, observou-se 0os mesmos compostos majoritarios, mas com a dominancia mais

acentuada do geraniol (83 + 9%) (Tabela 1).

Tabela 1. Compostos do extrato da glandula mandibular e dos volateis do odor emitida por
machos e fémeas de Ptiloglossa sp. Valores representam a quantidade relativa (%) de cada composto.
(Tr = compostos detectados em tracos). Valores superiores a 5% estdo destacados em negrito.

Volateis (Headspace) Extrato Glindula
(% * s,d) Mandibular (% £ s.d )
Composto RI Tipo de composto | Macho Fémea | Macho Fémea
Myrcene 990 Monoterpeno Tr Tr Tr Tr
hidrocarboneto
Limonene 1031 Monoterpeno Tr 1+0 Tr 0+1
hidrocarboneto
Ocimene 1051 Monoterpeno 10+13 5+4 11+9 8§+4
hidrocarboneto
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Linalool 1106 Monoterpeno 5+2 5+3 6+5 3+1
alcool

Nerol 1232 Monoterpeno Tr Tr Tr Tr
alcool

Neral 1246 Monoterpeno 2+1 1+0 8+8 12+9
aldeido

Geraniol 1258 Monoterpeno 667 83+9 | 4023 48 £ 37
alcool

Geranial 1280 Monoterpeno 15+7 52 34£22 28 £22
aldeido

Geranyl 1383 Monoterpeno éster | 1£1 Tr 1+1 Tr

acetate

Geranyl 1456 Sesquiterpenoide Tr 1+1 Tr Tr

acetone

3.4.2. Morfologia da glandula mandibular

As glandulas mandibulares de Ptiloglossa foram bem desenvolvidas e ligadas a
mandibula através dum ducto excretor. A glandula apresenta diferencias marcantes entre
machos e fémeas na forma do reservatério (Figura 1A). Em fémeas, a glandula mandibular
possui um formato arredondado, semelhante a uma castanha de caju, que se estende
lateralmente pela cabeca até a regido dos olhos compostos, onde ¢ dobrada pelo l6bulo antenal
do cérebro. Nos machos, a glandula mandibular € pelo menos 3 vezes maior que na fémea. Ela
apresenta trés lobulos predominantes e, de modo geral, sua estrutura € aplanada, ficando aderida

a cuticula superficial (Figura 1 A, B).

A regido secretora da glandula mandibular ¢ formada por uma camada Unica de células
colunares que reveste o reservatério (Figura 1C). Essas células conectam-se individualmente
ao reservatorio através de um unico canaliculo extracelular, formando um aparato terminal, uma
caracteristica tipica da classe III na classificacdo de Noirot & Quennedey (1974) (Figura 1D).
Citologicamente, as células secretoras apresentam um citoplasma homogeneamente acidoéfilo,
devido a sua riqueza em proteinas basicas, o que resulta em uma intensa coloragdo com corantes
acidos (Figura 1F). Seus nucleos sdo bem desenvolvidos, localizando-se no polo basal das
células, distantes da superficie apical onde se conectam ao reservatorio. Estes tém
predominancia de cromatina descondensada e nucléolos evidentes, caracteristicas que indicam
alta atividade metabolica (Figura 1E). Em contraste, as células canaliculares que formam os

canaliculos extracelulares, viseis a traves de invaginagdes na cé¢lula secretora, apresentam
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nucleos pequenos com cromatina condensada (Figuras 1F). O reservatdrio, rodeado por esse
epitélio secretor, ¢ amplo e preenchido por uma secrecdo de aspecto fracamente acidofilo

(Figura 1C).
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Figura 1. Morfologia externa da glandula mandibular e das células secretoras em Ptiloglossa sp. A, B.
Estrutura externa da glandula mandibular em machos e fémeas ainda conectadas a mandibula através o
ducto excretor. C-F. Sec¢des histoldgicas coradas com Hematoxilina e eosina. C. Reservatorio revestido
por um epitélio secretor simples de células colunares. D. Canaliculos extracelulares de células secretoras
estendendo-se no reservatorio. E. Nucléolos conspicuos nos nucleos das células secretoras, indicando
alta atividade secretora (setas). Presencia de canaliculos na regido intracelular. F. Nucleos das células
secretoras posicionados no polo basal, com invaginacdes apicais abrigando células canaliculares que
conduzem as substincias ao reservatorio através de canaliculos. ce canaliculos extracelulares, ci
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canaliculos intracelulares, ¢s células secretoras, d ducto excretor, m mandibula, mu musculo, MG
glandula mandibular, in invaginagdo, n nucleo, R reservatorio.

3.4.3. Identificacio e caracterizacio quimica do conteiido da glandula mandibular

Os principais constituintes da secre¢do glandular, foram geraniol (Machos: 40% =+ 23;
Fémeas: 48% + 37), geranial (Macho: 34% =+ 22; Fémea: 28% =+ 22), neral (Macho: 8% + §;
Fémea: 12% + 9) e ocimene (Macho: 11%= 9; Fémea: 8% = 4). Juntos, esses quatro compostos
representaram pelo menos 80% da composi¢do total dos perfis analisados (Tabela 1). A
concordancia dos perfis da glandula mandibular e da fragrancia da abelha confirma que esta

glandula ¢ a fonte dos volateis encontrados no headspace.

Nossas analises de cromatografia gasosa identificaram as glandulas mandibulares como
fonte dos compostos volateis liberados por abelhas Ptiloglossa sp. Essa conclusiao ¢
corroborada pelos cromatogramas comparativos (Figura 2A), que demonstram uma
sobreposi¢do entre o perfil quimico do extrato glandular e aquele obtido do headspace de
abelhas vivas. Todos os compostos detectados nas amostras sao terpenoides. Os
monoterpenoides predominaram em machos e fémeas, tanto no extrato das glandulas

mandibulares quanto na analise headspace.
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Figura 2. Analise quimica comparativa dos compostos de Ptiloglossa sp. Cromatogramas
comparativos do extrato da glandula mandibular (linha laranja) e dos volateis emitidos por um macho
vivo (linha preta). Os picos dos principais compostos (Ocimeno, Linalol, Neral, Geraniol, Geranial e
Acetato de geranila) se sobrepdem nos dois cromatogramas, e a ordem de abundancia dos compostos se
mantém consistente entre as amostras, com 0s mesmos compostos ocupando as posi¢gdes de maior a
menor concentragao em ambos os casos. B. Perfil quimico (quantidades relativas) do extrato da glandula
mandibular e dos volateis emitidos pelas abelhas Ptiloglossa, em machos e fémeas. Evidencia-se que o
geraniol ¢ o composto de maior proporcdo em ambos; no entanto, observa-se uma quantidade
relativamente maior nas fémeas.
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3.4.4. Comparacao do perfil quimico entre machos e fémeas

O perfil qualitativo dos compostos foi consistentemente 0 mesmo entre machos e fémeas
de Ptiloglossa, tanto nas analises dos extratos glandulares quanto nas do headspace. No entanto
alguns compostos (Myrcene, Limonene, Nerol, Geranyl acetate, ¢ Geranyl acetone) foram
detectados apenas em tragos de determinadas amostras (Tabela 1). Apesar dessa similaridade
qualitativa, houve pequenas diferengas nas proporcdes relativas dos compostos. O geraniol foi
0 composto majoritario em todos os casos, mas a porcentagem relativa foi maior nas fémeas.
Consequentemente, sua contraparte oxidada (geranial) foi ocorreu em proporgdes menores.
Este padrao foi verificado tanto no extrato glandular quanto no headspace. Adicionalmente, o

ocimeno também apresentou uma propor¢ao menor nas fémeas (Figura 2B).

3.5. DISCUSSAO

Nosso estudo mostra, que os volateis citricos emitidos pelos machos e fémeas de
Ptiloglossa sao produzidos e liberados pelas glandulas mandibulares. Existe sobreposigao tanto
na quantidade e quanto na propor¢do dos seis monoterpenenoides principais registrados nas
analises headspace e no contetdo do reservatorio da glandula mandibular. Observou-se que a
forma e o tamanho da glandula diferem entre machos e fémeas, sendo a dos machos maiores.
Nao foram encontradas diferengas nos compostos produzidos por ambos 0s sexos, mas sim na

proporcao de alguns desses compostos.

A glandula mandibular foi identificada como a produtora do odor citrico em Ptiloglossa
sp. Nas fémeas, o formato do reservatorio assemelha-se ao de varios himendpteros, que
possuem glandulas mandibulares tipicamente saculares (Cruz-Landim, 1967; Cruz-Landim;
Abdalla; Gracioli-Vitti, 2005), cujo tamanho, em abelhas sociais, pode variar conforme a casta
(Cruz-Landim; Gracioli-Vitti; Abdalla, 2011; Salles; Cruz-Landim, 2004). Em Ptiloglossa, o
reservatorio encontra-se inteiramente revestido por células secretoras, uma caracteristica
compartilhada com Apis mellifera (Apidae, Apini), que também exibe um formato sacular tinico
sem divisoes (Cruz-Landim, 1967). Esta configuragdo contrasta com a observada em espécies

do género Melipona (Apidae, Meliponini). Nestas, embora também apresentem um saco
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simples, as células secretoras estdo concentradas numa regido especifica do reservatdrio, € ndo

distribuidas uniformemente (Cruz-Landim, 1967).

Quanto aos machos de Ptiloglossa, observa-se uma glandula mandibular de formato
trilobado, uma caracteristica até entdo nao registrada em outras abelhas. Glandulas lobadas ja
sdo documentadas em diversas espécies como Oxytrigona tataira (Apidae, Meliponini), que
possui um reservatorio com dois 16bulos, mas apenas um ¢ recoberto por células secretoras
(Cruz-Landim, 1967). Uma condi¢do mais similar de Ptiloglossa, ¢ descrita para machos de
Centris (Apidae, Centridini), que apresentam glandulas mandibulares bilobadas integralmente
cobertas por células secretoras. A diferenca reside no seu formato, as células sao globulares

em Centris adani, enquanto em Ptiloglossa sdo colunares (Vinson et al., 1982, 1984).

Evidenciou-se um nitido dimorfismo sexual na morfologia da glandula mandibular de
Ptiloglossa, com os machos apresentando glandulas mais desenvolvidas que as fémeas - padrao
distinto encontrado principalmente em abelhas eussociais. Nestas, contudo, o dimorfismo se
manifesta principalmente entre as castas femininas, sendo as glandulas mais desenvolvidas nas
rainhas do que nas operarias, caso de Apis mellifera, enquanto nos machos se apresentam
rudimentares (Cruz-Landim, 1967; Cruz-Landim; Hofling; Imperatriz-Fonseca, 1980). No
entanto, em abelhas eussociais essas glandulas mantém tamanho similar entre os sexos, de
modo geral (Cruz-Landim, 1967; Gracioli-Vitti; Abdalla, 2006). Essa dimorfismo sexual na
morfologia foi associado a fun¢do da glandula, com a diferencia entre sexos relacionando-se
principalmente a atragdo de machos e regulagdo do comportamento das operarias, inibindo o

desenvolvimento ovariano (Cruz-Landim, 2009; Salles; Cruz-Landim, 2004).

O padrao encontrado em Ptiloglossa assemelha-se antes ao documentado para abelhas
parasitas como Leiopodus lacertinus, cujos machos apresentam glandulas mandibulares
maiores e de morfologia racemosa singular, enquanto as fémeas possuem glandulas menores,
ovais e compactas (Galvani; Settembrini, 2013). O dimorfismo, com glandulas mais
desenvolvidas em machos, esta frequentemente associado a atracdo sexual de fémeas ou a
marcacao territorial mediante abertura das mandibulas, como observado em Xylocopa e
algumas Centris (Cruz-Landim, 2009; Vinson et al., 1984). Vale notar que em espécies que

utilizam secre¢des de glandulas das pernas posteriores para marcagdo territorial, as glandulas
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mandibulares tendem a ser vestigiais (Cruz-Landim, 2009; Vinson et al., 1984).
Consequentemente, o desenvolvimento acentuado da glandula mandibular em machos pode
constituir um indicativo de sua fun¢do na sinalizacdo quimica territorial ou atracdo sexual via

emissao de volateis.

A presenga de uma glandula mandibular bem desenvolvida em machos de Ptiloglossa,
associada a producgdo de um odor citrico composto por volateis como geraniol, geranial, neral,
linalol e ocimeno, evidencia um sistema de comunicagdo quimica convergente com aquele
observado em machos de Centris. Neste género, o tamanho da glandula e a produgdo destes
volateis como geraniol, geranial, nerol, neral e acetato de geranila estdo diretamente
relacionados a comportamentos de marcacdo quimica territorial. Espécies com habito de
patrulhamento e marcacdo quimica, como Centris adani, C. segregata e C. inermis,
apresentaram glandulas mandibulares desenvolvidas que produzem uma variedade de
monoterpenos, enquanto outras espécies que nao exibem tais comportamentos, nenhum volatil

foi detectado (Vinson et al., 1982, 1984).

Em Ptiloglossa registramos que machos patrulham e reagem de forma agressiva a outros
machos em flores de Passiflora pohlii (observagdes pessoais) onde as abelhas foram coletadas.
Tais evidéncias comportamentais reforcam a relagdo entre a anatomia desenvolvida da
glandula, a composicao quimica caracteristica e a conduta territorial exibida, consolidando a
hipotese de que a secre¢do mandibular poderia atuar como um feromonio de marcacdo
territorial no sistema de acasalamento desta espécie. Esta interpretagdo, no entanto, carece de
confirmagdo por meio de bioensaios especificos e de uma caracterizacdo mais detalhada do

comportamento.

O perfil quimico da glandula mandibular de Ptiloglossa, caracterizado pela presenca de
geraniol, geranial, neral, linalol e ocimeno, posiciona esta espécie dentro de um padrdo
amplamente conservado em abelhas solitarias das familias Colletidae e Andrenidae. A
ocorréncia simultanea de geraniol e citral (neral + geranial) em ambos os sexos apresenta
notavel similaridade com os perfis documentados em espécies de Andrena (Bergstrom et al.,
1982) e Colletes, onde estes compostos atuam como feromonios de agregacdo e comunicagao

sexual (Hefetz; Batra; Blum, 1979). Particularmente significativa ¢ a semelhanca com Colletes,
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que compartilha ndo apenas os componentes citral (neral + geranial), mas também o linalol,
uma associacdo quimica relativamente rara, no entanto este composto ¢ minoritario em
Ptiloglossa sp. (Hefetz; Batra; Blum, 1979). Portanto, a combinacdo de evidéncias
morfologicas, quimicas € comportamentais sustenta a hipotese de que a glandula mandibular
em Ptiloglossa sp. estd envolvida em um sistema de sinalizagdo quimica, possivelmente
relacionado a defesa de recursos florais e/ou atragdo sexual. A conservagdo do perfil quimico
entre sexos, associada ao dimorfismo estrutural, sugere que a evolucdo desta glandula seguiu
trajetorias funcionais diferenciadas em machos e fémeas, refletindo pressdes ecologicas e
reprodutivas distintas. Estudos futuros, focados em bioensaios de atracdo e analise temporal da

emissdo volatil, serdo cruciais para desvendar os contextos especificos de uso destes compostos

na comunicacao desta espécie.

Os compostos volateis que constituem a fragrincia de Ptiloglossa sdo recorrentes nas
fragrancias florais de diversas familias botanicas, como observado em Ophrys
lutea (Orchidaceae) (Borg-Karlson; Tengo, 1986), Paullinia cupana (Sapindaceae) (Krug et
al., 2018), Impatiens spp. (Balsaminaceae) (Jakubska-Busse et al., 2023), Epiphyllum
oxypetalum (Cactaceae) (Zhang et al., 2025), rosas silvestres (Dani et al., 2021) e espécies
de Ocimum (Lamiaceae) (Wesotowska; Dorota, 2025). Notavelmente, essas mesmas
substancias estdo presentes em espécies polinizadas por Ptiloglossa, como Passiflora
misera € P. pohlii (Decaloba) (Mayorquin et al. Submetido). Essa sobreposi¢dao quimica sugere
um cenario evolutivo no qual as flores podem estar utilizando compostos ja familiares ao
repertorio sensorial das abelhas, possivelmente associados a contextos de comunicagdo
intraespecifica, como agregagdo ou atragdo sexual. Tal correspondéncia pode facilitar uma
atracdo inata de abelhas recém-emergidas, que reconheceriam esses volateis como sinais
biologicamente relevantes (Doétterl; Vereecken, 2010; Jiirgens; Détterl; Meve, 2006; Schiestl,
2010). Essa convergéncia quimica entre o feromoénio da abelha e os perfis florais abre
perspectivas para investigagdes futuras, incluindo bioensaios de atragdo para avaliar o papel

desses volateis na interagcdo abelha-planta e na comunicacao intraespecifica de Ptiloglossa.

3.6. Consideracoes finais
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Com base nas descobertas desta tese, conclui-se que a interacdo entre Passiflora pohlii e
as abelhas Ptiloglossa constitui um caso notavel de especializagdo mutua, sustentada por uma
sincronia quimica e temporal precisa. A convergéncia de perfis volateis (dominados por
monoterpenos de aroma citrico, como geraniol, geranial e neral) produzidos tanto nos
filamentos externos da corona da flor quanto na glandula mandibular das abelhas, revela um
alinhamento quimico intimo entre os organismos. Esse paralelismo ¢ reforcado pela emissao
floral restrita ao amanhecer, que coincide com a atividade crepuscular das Ptiloglossa, e pelo
dimorfismo sexual em suas glandulas, indicativo de fungdes em comunicagao intraespecifica,
possivelmente ligadas a atragdo sexual ou territorialidade. Tais adaptagdes conjuntas, tanto
quimicas quanto ecologicas, ndo apenas podem garantir a polinizagdo eficaz de P. pohlii, mas
também sugerem que compostos originalmente envolvidos na comunicacao das abelhas possam
ter sido cooptados pela flor como sinais de atragdo confiaveis. Esse mecanismo seria
especialmente vantajoso em condigdes de baixa luminosidade, onde estimulos olfativos tornam-
se predominantes. Para confirmar a fungdo feromonal desses compostos ¢ desvendar os detalhes
dessa fascinante associagdo, estudos futuros com bioensaios comportamentais sao

indispensaveis.
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