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Resumen

Los insectos son el grupo que méas contribuye en la polinizacion de las angiospermas. Sin
embargo, aves y murciélagos también realizan esta funcion y es de gran importancia, ya que
pueden transportar mayor carga de polen en comparacion con los insectos y recorrer
distancias mayores. Una de las especies que presenta caracteres florales asociados con la
polinizacion por murciélagos es Merremia platyphylla, ya que presenta flores blancas en
forma de campana con antesis crepuscular y abundante produccion de néctar, conocido como
sindrome quiropterofilico, el cual no se ha reportado en este género. Dichos caracteres
sugieren que los murciélagos contribuyen en mayor parte en el éxito reproductivo de esta
planta en comparacién con otros visitantes florales, los cuales pueden funcionar como
polinizadores secundarios, complementando la polinizacion. Este trabajo describe la biologia
reproductiva, incluyendo la produccion de volétiles florales y polinizacion de Merremia
platyphylla (Convolvulaceae), con el fin de evaluar la contribucion de los visitantes florales
a laadecuacion de la planta, conocer el tipo de compuestos volatiles y su papel en la atraccion
de los visitantes florales y saber si se trata de una especie autocompatible. La antesis floral
comenzo a las 17:30 h, y cada flor permanece abierta durante 12 a 15 h. La producciéon de
néctar fue abundante, con un volumen promedio de 103 pL y una concentracion media de
azucares de 25.8 °Bx. De acuerdo con los tratamientos de polinizacién y exclusiones, se
encontrd que es una especie auto incompatible, donde la mayor produccion de frutos fue
resultado de la polinizacion nocturna. Los visitantes florales nocturnos observados fueron
murciélagos (subfamilia Glossophaginae) y una especie de la familia Sphingidae, mientras
que los visitantes diurnos con mayor nimero de visitas fueron las abejas (Apis mellifera y
Trigona fulviventris), colibries (Amazilia rutila y Cynanthus doubledayi) y una especie de
lepiddptero diurno (Hesperiidae).

Este trabajo representa el primer reporte de visita y polinizacion por murciélagos en una
especie de este género. Sin embargo, debido a que la méxima produccion de néctar ocurre
antes del pico de actividad de los murciélagos y a que los volatiles florales no corresponden
con los de otras especies visitadas por murciélagos, otros visitantes florales pueden fungir
como polinizadores secundarios complementando la polinizacién. Por lo tanto, esta especie
no corresponde totalmente a lo esperado por el sindrome de quiropterofilia y podria ser
definida como una especie de polinizacién mixta.

Palabras clave: Polinizacién, murciélagos, volatiles, néctar, quiropterofilia.
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Abstract

The pollination of angiosperms is mostly due to insects, which are the most representative
group in these interactions; however, birds and bats also perform this function, and it is of
great importance since they can carry a greater load of pollen compared to insects and travel
greater distances. Merremia platyphylla shows floral characteristics associated with
pollination by bats, since it has white bell-shaped flowers with crepuscular anthesis and
abundant nectar production, known as chiropterophilic syndrome, which has not been
reported in this genus. These characteristics suggest that bats contribute more to the
reproductive success of this plant than other floral visitors, which can function as secondary
pollinators, complementing pollination. This study describes the floral biology, including
floral volatile production and pollination of Merremia platyphylla (Convolvulaceae), in order
to assess the contribution of floral visitors to plant fitness, as well as to understand the type
of volatile compounds and their role in attracting bats and other groups. Floral anthesis began
at 17:30 h, and flowers remained open for 12 to 15 h. Nectar production was abundant, with
an average volume of 103 pL and a mean sugar concentration of 25.8 °Bx. According to
pollination treatments and exclusions, it was found to be a self-incompatible species, and the
highest fruit production resulted from nocturnal pollination. Nocturnal floral visitors
observed were bats (subfamily Glossophaginae) and a species of the family Sphingidae. In
contrast, diurnal visitors with the highest number of visits were bees (Apis mellifera and
Trigona fulviventris), hummingbirds (Amazilia rutila and Cynanthus doubledayi) and a
species of diurnal lepidopteran (Hesperiidae).

This work represents the first report of visitation and pollination by bats in a species of this
genus. However, because maximum nectar production occurs before the peak of bat activity
and floral volatiles do not correspond to those of other species visited by bats, other floral
visitors may act as secondary pollinators complementing pollination. Therefore, this species
does not fully correspond to what is expected by the chiropterophilic syndrome and could be

defined as a mixed-pollinated species.
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1. Introduccion

La polinizacién de las angiospermas es un proceso esencial para el éxito reproductivo de las
plantas (Paul et al., 2023). Esta se define como el transporte de los granos de polen desde las
anteras hasta el estigma de la misma flor o de otra flor (Willmer 2011). En gran medida, este
proceso ocurre con la participacion de animales, lo que se conoce como polinizacion biotica
(Young, 2002; Fleming et al., 2009; Amorim et al., 2012). Mientras las plantas se benefician
de la fertilizacion de sus dvulos, los animales que participan en estas interacciones, por lo
general obtienen alimento, principalmente polen o néctar (Varassin et al., 2008).

Las angiospermas han desarrollado un conjunto de rasgos florales especificos como
la morfologia, el color, el olor, la antesis y la produccion de néctar, que les permiten atraer
ciertos polinizadores (Van der Pijl, 1961), a este conjunto de caracteristicas florales se les
conoce como sindromes de polinizacion o sindromes florales (Fenster et al., 2004; Ollerton
etal., 2009; Rosas-Guerrero et al., 2014) y a menudo se utilizan para inferir qué polinizadores
pueden ser atraidos por una especie de planta en particular (\Van der Pijl, 1961). Sin embargo,
se han planteado algunas criticas a este concepto, ya que las flores pueden atraer un espectro
mas amplio de visitantes de lo que inicialmente se esperaria (Fenster et al., 2004; Ollerton et
al., 2007). No obstante, una revision reciente (Rosas-Guerrero et al., 2014) respalda la
propuesta de los sindromes de polinizacion, indicando que la evolucién floral convergente
esta fuertemente impulsada por la adaptacion al grupo funcional de polinizador mas efectivo.
En este sentido, Stebins (1970) propuso el principio del “polinizador mas efectivo”, donde
argumenta que las plantas han desarrollado sus caracteristicas florales para atraer al
polinizador méas eficiente para aumentar la adecuacion de las plantas. De manera
complementaria, los polinizadores secundarios, que son visitantes florales menos frecuentes

o eficientes y que en ocasiones corresponden a los polinizadores ancestrales (Jaeger et al.,
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2022), pueden desempefiar un papel importante en la reproduccién de las plantas cuando los
polinizadores primarios estan ausentes o escasean (Rosas-Guerrero et al., 2014).

La mayoria de las interacciones de polinizacion involucran a los insectos,
especialmente a especies de abejas de la familia Apidae, como las abejas meliferas y los
abejorros, quienes son reconocidos como unos de los principales grupos de polinizadores de
las angiospermas (Fleming et al., 2009; Winfree et al., 2011). No obstante, los murciélagos
también desempefian un papel crucial en este proceso, debido a que pueden transportar una
mayor carga de polen en comparacién con los insectos y pueden recorrer mayores distancias
(Fleming et al., 2009; Muchhala y Thomson, 2010). El papel de los murciélagos como
polinizadores, adquiere mayor relevancia en el caso de especies incompatibles, en las cuales
es forzosa la reproduccion cruzada para la produccién de frutos, como ocurre en varias
especies del género Agave (Arizaga et al., 2000; Borbon-Palomares et al. 2018).

Los murciélagos polinizadores son especies nectarivoras pertenecientes a la
subfamilia Glossophaginae, compuesta por alrededor de 38 especies en el continente
americano (von Helversen y Winter, 2003; Fleming y Muchhala, 2008). En el viejo mundo
las sufamilias Pteroponidae y Macroglossinae algunos de sus miembros se alimentan de
néctar (Fleming et al., 2009). A diferencia de los insectos, los murciélagos tienden a visitar
flores mas grandes, que generalmente producen una mayor cantidad de néctar, ya que estos
vertebrados tienen mayores requerimientos energéticos (Fleming et al.,, 2009). Como
resultado, las plantas suelen incurrir en costos mas elevados para atraer y recompensar a los
murciélagos, pero los beneficios de la polinizacion pueden ser muy positivos para la
adecuacion de las plantas (Fleming et al., 2009), al promover la polinizacién cruzada y la

gran cantidad de polen que depositan (Tremlett et al., 2020).

7|Pagina



Dar y colaboradores (2006) evaluaron la efectividad de los polinizadores nocturnos y
diurnos en la reproduccion del cactus columnar Marginatocereus marginatus, el cual
presenta flores rojas que permanecen abiertas tanto de dia como de noche. Los resultados
mostraron que las flores fueron visitadas por tres especies de colibries, dos de murciélagos y
una especie de polilla, pero solo los murciélagos y colibries transportaban polen en sus
cuerpos y presentaba fuerte limitacion de polen cuando faltaba uno de los gremios de
polinizadores, concluyendo que M. marginatus presenta un sistema de polinizacion mixto, lo
cual asegura la polinizacion del cactus debido a la baja abundancia de colibries y la intensa
competencia con otros cactus por los servicios de polinizacion de los murciélagos. Asimismo,
otros estudios han reportado que tanto los colibries como los murciélagos visitan
frecuentemente las mismas especies de angiospermas (Young, 2002; Dar et al., 2006;
Fleming y Muchhala, 2008; Muchhala y Thomson 2010), siendo los murciélagos los
polinizadores mas efectivos (i.e. mayor transporte y deposito de polen) en la mayoria de los
estudios (Muchhala et al., 2009; Muchhala y Thomson, 2010; Queiroz et al., 2016). Esta
mayor efectividad se atribuye a que el pelaje de los murciélagos puede retener mas polen en
comparacion con las plumas de los colibries, donde el polen tiende a desprenderse mas
facilmente (Muchhala y Thomson, 2010).

Por otra parte, el aroma floral juega un papel relevante en las flores polinizadas por
murciélagos, ya que éstos pueden detectarlo a largas distancias (Raguso, 2004; Gonzalez-
Terrazas et al., 2016). Los compuestos volatiles que atraen a los murciélagos suelen contener
azufre, como el disulfuro de dimetilo (Von Helversen et al., 2000) y otros componentes como
el benzoato de metilo (Gonzélez-Terrazas et al., 2016), mientras que las flores polinizadas
por aves generalmente no emiten aromas. Varassin y colaboradores (2001) estudiaron la

polinizacion de cuatro especies de Passiflora (Passifloraceae), mostrando que aquellas
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polinizadas por abejas y murciélagos presentaban mayor abundancia en compuestos
volatiles, mientras que las polinizadas por colibries eran nulos o imperceptibles.
Considerando todo lo anterior, se ha propuesto que las diferencias en color, morfologia,
antesis, produccion de néctar y aroma floral, entre otros caracteres, contribuyen en la
especializacién hacia ciertos tipos de polinizadores y a la diversidad de los sistemas de
polinizacion, principalmente en plantas tropicales.

Una de las familias de plantas que exhiben gran diversidad de caracteristicas
morfoldgicas, es la familia Convolvulaceae (Stefanovi¢ et al., 2002), con alrededor de 60
géneros y 1 900 especies que se distribuyen por todo el mundo, principalmente en zonas
tropicales (Mabberley, 1987; Simbes y Staples, 2017). Estas plantas son visitadas por
diferentes tipos de polinizadores, tales como abejas, mariposas diurnas, esfingidos, colibries
y murciélagos (Mcdonald, 1991; Galetto y Bernardello, 2004; Rosas-Guerrero et al., 2011).

Dentro de esta familia, el género Merremia que se distribuye en zonas tropicales y
subtropicales (Demissew, 2001; Olatunji et al., 2021), incluye plantas trepadoras con flores
con corola en forma de campana generalmente blancas o amarillas y con anteras retorcidas
en forma de espiral (Lakshminarayana y Raju, 2018). En este género se ha documentado la
polinizacion por abejas en M. cissoides, M. aegyptia, M. macrocalyx, M. dissecta, M.
tridentata, y M. umbellata (Maimonia-Rodella y Rodella, 1987; Kill y Ranga, 2000;
Raimindez-Urrutia et al., 2008; Paz y Pigozzo, 2013; Lakshminarayana y Raju, 2018; Paul
et al, 2023), asi como visitas por colibries y polinizacion por esfingidos
(Willmott y Burquez, 1996) en M. palmeri, una especie autoincompatible. Hasta el
momento, no se ha reportado el sindrome de quiropterofilia en el género (Anexo 1), ni el

registro de visitas de murciélagos en el género.
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Merremia platyhphylla presenta flores blancas grandes acampanadas que se
encuentran expuestas con abundante produccion de néctar y con antesis crepuscular
(observacion personal), lo cual corresponde con el sindrome de quiropterofilia. En el presente
trabajo se determiné el sistema de polinizacion y la biologia reproductiva de Merremia
platyphylla (Convolvulaceae), con el fin de evaluar la contribucion de los visitantes florales
a la adecuacion de la planta, asi como analizar los compuestos volétiles florales y su posible
relacion con la atraccion de murciélagos u otros grupos de polinizadores. El estudio de la
biologia reproductiva nos permitira saber si se trata de una especia autocompatible o no, lo
cual es un aspecto relevante ya que si se trata de una especie auto incompatible puede resaltar

la contribucion de los murciélagos en la reproduccion de esta especie.

2. Hipotesis
Si los murciélagos son los polinizadores que mas contribuyen en la adecuacion de Merremia
platyphylla, se espera que la seleccién natural haya moldeado los caracteres florales, antesis,
produccion de néctar, asi como los compuestos volatiles para favorecer la interaccion con

este grupo.

3. Objetivos
3.1. Objetivo general

= Evaluar efectividad de los distintos visitantes florales, la biologia reproductiva y los

compuestos volatiles florales de Merremia platyphylla en poblaciones naturales.
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3.2. Objetivos particulares

= Identificar a los visitantes florales mediante observaciones directas, filmaciones y
captura de ejemplares con redes de niebla.

= Realizar experimentos de polinizacion y exclusiones para evaluar la efectividad de
visitantes diurnos y nocturnos en la adecuacién de M. platyphylla.

= Determinar la produccién de néctar durante la vida de las flores y su posible relacion
con la tasa de visitas.

= Identificar los compuestos volatiles que producen las flores de M. platyphylla, y su
posible relacion con los polinizadores y visitantes florales.

= Evaluar el sistema de auto compatibilidad de la especie.

4. Materiales y méetodos

4.1. Especie de estudio
Merremia platyphylla Fernald O'Donell, es una planta anual, trepadora de flores blancas
solitarias (Figura 1A), con corola de 4—6 cm de longitud y de 6—7.5 cm de diametro, tubo
floral de 38 mm de longitud y 15 mm de ancho. Es glabra exteriormente y con lineas notables
al centro de los pétalos, desde el apice hasta la base (Figura 1A). Los estambres estan poco
insertos y son iguales con filamentos glandulosos en la base de 35 a 39 mm de longitud y
anteras retorcidas helicoidalmente de 10 a 13 mm de longitud con polen elipsoidal (Figura
1C). El pistilo posee un estilo de 41 a 45 mm de longitud y ovario con dos léculos y 4 6vulos.
Los frutos son en forma de capsula (Figura 1B), acompafiada por sépalos ampliados y
separados, en la cara interna presenta pequefios orificios glandulares y presentan dehiscencia

longitudinal con 1 o 2 semillas oscuras con pubescencia fina, aterciopelada (O"Donell, 1941,
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Austin y Pedraza, 1983), aunque se han encontrado frutos hasta con 4 semillas (observacion
personal). Tiene tallos cilindricos y lisos, aproximadamente 5—7 mm de ancho. Presenta
hojas con 5 foliolos con peciolos de 2 a 4 cm de longitud. Se han encontrado registros en
Guerrero, Puebla, Morelos y Oaxaca. En las poblaciones de estudio, se ha observado que la
floracion ocurre desde fin de noviembre hasta fin de abril ubicadas en Técpan de Galeana,
Guerrero, México. Sin embargo, se desconocen aspectos basicos de sus visitantes florales

polinizadores y de biologia reproductiva.
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Figura 1. Morfologia de flor y fruto de Merremia platyphylla. A) Aspecto de la flor al momento de
la apertura floral. B) Frutos maduros donde se distinguen los sépalos secos y separados. C) Corte
longitudinal de la flor al momento de la apertura floral donde se observa el contacto que hay entre las
anteras retorcidas y el estigma globoso.

4.2. Sitio de estudio
El estudio se realiz6 en el municipio de Tecpan de Galeana, Guerrero, México en las
localidades del Suchil (17°12°52” N, 100°38°50” W, 47 msnm), El ventarrén (17°12°25” N,
100°38°59” W, 26 msnm) y 20 de noviembre (17°13°47” N, 100°48°25” W, 40 msnm;Figura
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2). Las condiciones climaticas de la region son calido subhimedo con lluvias en verano, de
humedad media-alta. La precipitacion y temperatura media anual son, respectivamente de 1
050 mm y de 26 °C. En los sitios de estudio predomina la selva baja caducifolia, aunque
presentan distintos grados de perturbacion y antropizacion, asi como, distintos tipos de

cultivos, entre los que destacan la produccion de mango.
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Figura 2. Localizacion geografica de los sitios de estudio en el municipio de Técpan de Galeana,
Guerrero, México. El sitio 1, esta ubicado en la localidad del Suchil; el sitio 2, en la localidad del
Ventarron y el sitio 3, en la localidad 20 de noviembre.

4.3. Visitantes florales

Para identificar a los visitantes florales, se llevaron a cabo filmaciones durante los meses de

febrero y marzo de 2022, asi como de enero a marzo de 2023. Estas filmaciones se realizaron
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desde el inicio de la antesis floral hasta el final de vida de las flores, con una duracion de 30
minutos cada 2 horas. En total, se filmaron 39 y 38 horas para los afios 2022 y 2023,
respectivamente. Los datos registrados para cada visita fueron: tipo de visitante floral, hora
de visita, duracidn de la visita y si hacian contacto con las estructuras reproductivas de la
flor.

Con la finalidad de identificar a nivel de especie los murciélagos que visitaban las
flores y registrar si llevaban polen de la especie de estudio, durante los meses de enero y
febrero de 2023, se colocaron 2 redes de niebla con una longitud de 6 y 10 m, cerca de las
flores de M. platyphylla, iniciando desde la antesis floral hasta 5h después (~23:00 h). A cada
individuo capturado se les paso por todo el cuerpo una preparacion de gelatina tefiida con
fucsina (Beattie, 1971) para capturar los granos de polen adheridos al pelo del murciélago.
Dicha gelatina se colocaba en un portaobjetos, se fijaba con fuego bajo y se cubria con
cubreobjetos. Posteriormente fueron analizados con un microscopio 6ptico para comparar las
muestras con muestras de polen de M. platyphylla.

En la floracion de febrero-marzo 2024 solo se realizaron observaciones directas de
los visitantes florales en las poblaciones del Ventarron y 20 de noviembre, durante 4 dias (del
1-4 de febrero, 8 h en total) y se registré la tasa de visitas unicamente de los visitantes que

no se habian documentado durante los afos anteriores.

4.4.Biologia reproductiva
Los experimentos de polinizacion se realizaron en la floracién de 2023, utilizando un total
de 322 flores distribuidas en los tres sitios de estudio antes mencionados. Se seleccionaron y
marcaron distintos botones florales a punto de abrir, tratando de que fueran de plantas

distintas y alejadas entre si. Los tratamientos realizados fueron los siguientes: (1)
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polinizacion natural (N=30), cuyas flores no se embolsaron y se dejaron expuestas a los
visitantes florales; (2) autopolinizacion natural (N=45), flores mantenidas embolsadas hasta
su senescencia; (3) autopolinizacion artificial (N=30), se depositd polen de la misma flor en
su estigma y posteriormente se embolsaron; (4) polinizacién natural diurna (N=93), flores
expuestas desde la antesis (5-6 pm) y embolsadas al anochecer (7-8 pm dependiendo del sitio
de estudio); (5) polinizacion natural nocturna (N=64), las flores estuvieron descubiertas
desde su apertura (5-6 pm) y posteriormente se cubrian al amanecer (6 am); (6) exocruza
(N=30), se tomé polen de diferentes individuos y se deposité en el estigma de flores de
distintos individuos que fueron inmediatamente embolsados; (7) finalmente dada la alta tasa
de visitas de la abeja Apis mellifera, se agregd un tratamiento mas, se marcaron 30 flores de
5 individuos y solo se permitid la visita de A. mellifera, después se embolsaron y se cuantifico
la produccion de frutos.

Estos experimentos nos ayudan a saber el papel de los distintos gremios de visitantes
en la polinizacién de M. plathyphylla (exclusiones diurnas y nocturnas, tratamientos 4, 5y
7), asi como a conocer si se trata de una especie auto compatible o no (tratamiento 3).
También nos permitio saber el porcentaje de frutos que se produce en condiciones naturales
(tratamiento 1) y en caso de que se tratara de una especie auto compatible, evaluar si ocurre
la autopolinizacion auténoma. En los tratamientos 4, 5 y 6, las flores se emasculaban
previamente para evitar la autofecundacién, dada la cercania de las anteras con el estigma.
Posteriormente, se mantuvieron embolsadas hasta la produccién de los frutos. Al llegar a la
madurez, se recolectaron los frutos y se pusieron a secar para facilitar la manipulacién y el
conteo de semillas. Los experimentos se realizaron a finales de enero y durante febrero de

2023, cerca del pico de floracion.
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Adicionalmente, se realizaron pruebas para determinar el momento de receptividad
estigmatica, con la finalidad de saber si los visitantes diurnos podian contribuir en la
adecuacion de la planta de estudio. Se utilizaron flores abiertas (N=24) y se sumergio el
estigma en peroxido de hidrogeno. La receptividad se cuantifico en 5 categorias (1-5, siendo
5 la mayor cantidad de burbujas). Cuando el estigma se cubria de burbujas, se consideraba

receptivo.

4.5. Produccion de néctar
Evaluar la produccion de néctar es relevante para conocer si el volumen y la concentracion
corresponden a lo que se espera para una especie quiropterofilica, y saber si el pico de
produccion corresponde con la actividad de los murciélagos o de otros gremios. La
produccion de néctar y su concentracion se evaluo durante 2023 y 2024 en 20 flores de
diferentes individuos cada afio utilizando el método de “cosecha en pie”. El néctar se extrajo
a partir de que la flor estaba totalmente abierta (16:00-17:00 hrs), y se volvio a muestrear la
misma flor cada dos horas hasta que la flor se cerré o se desprendié de la planta. Ademas, en
enero 2024 se cuantifico la produccion acumulada en flores que permanecieron embolsadas
desde la antesis hasta las 02:30 horas (hora en que se registro el fin de la produccién de
néctar; n = 20). Para la extraccion de néctar se utilizaron tubos capilares de 20 uL, y la

concentracion se calcul6 con un refractometro portétil (Atago 0-50%, Japon).

4.6. Compuestos volatiles florales

Con la finalidad de determinar si las flores de M. platyphylla producen volatiles y si éstos
varian segun la hora del dia y/o se relacionan con la atraccion de murciélagos u otros grupos,

se realizo la extraccion de compuestos organicos volatiles (COV) de las flores en los meses
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de enero y febrero de 2023 en dos horarios: al momento de la antesis floral, entre 17:00—
18:00 h y en otras flores a las 0:00 h con cinco repeticiones para cada horario. Las flores se
colocaron en un recipiente con agua hasta el momento de la extraccion (después de cortar el
tallo, se esper6 una hora para hacer la extraccion). De manera similar, se colectaron muestras
de néctar floral, para explorar la posibilidad de que éste contenga compuestos volatiles.

Debido a que se requiere un volumen de al menos 2ml, el néctar se recolecto de varias
flores para completar el volumen requerido. Se tomaron 5 muestras de 2ml de néctar,
colocéndolas en viales separados y almacenandolas en recipientes tratando de mantener una
baja temperatura, hasta el momento de la extraccion. El néctar se extrajo con ayuda de
capilares de 20ul. La extraccion se realiz6 de manera similar a la descrita previamente para
las flores. La extraccion de los COVs se realiz6 después de una hora de haber hecho el corte

de las flores y de acuerdo con el protocolo de Gervasi & Schiestl (2017) con
modificaciones. Para corroborar la identidad de cada uno de los compuestos volatiles se
calcularon los indices de retencion Kovats.
5. Resultados

5.1. Visitantes florales

En 2022, durante el dia se observaron diferentes gremios de visitantes florales, incluyendo
las abejas Trigona fulviventris (Figura 3a) y Apis mellifera (Figura 3b), el colibri Amazilia
rutila (Figura 3c) y una especie de lepiddptero diurno de la familia Hesperiidae (Figura 3d).
Por la noche, solo se registraron visitas de murciélagos de la subfamilia Glossophaginae
(Figura 3f). En 2023, ademas de los visitantes mencionados anteriormente, se registraron
visitas de una avispa de la familia Vespidae y un lepiddptero nocturno de la familia

Sphingidae (Figura 3e).
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Figura 3. Visitantes florales observados en Merremia platyphylla. a) Trigona fulviventris, b) Apis
mellifera, c) colibri canelo (Amazilia rutila), d) mariposa de la familia Hesperiidae, €) polilla de la
familia Sphingidae, f) murciélago (subfamilia Glossophaginae).

En 2022, las abejas Trigona fulviventris y los murciélagos destacaron por presentar
la mayor tasa de visitas por flor, con una tasa de visita de 0.40 y 0.39 flor/h, respectivamente,
mientras que Apis mellifera, la mariposa diurna y el colibri canelo mostraron una tasa de
visita menor (Figura 4). En 2023, Apis mellifera fue la especie con la mayor tasa de visitas
(0.80 flor/h; Figura 5). En ese afio, aunque el colibri no fue registrado en las filmaciones, se
observaron de manera directa. En 2024, el colibri tuvo una tasa de visitas de 0.48 flor/h,
incluso se observd visitando botones florales. Durante estas observaciones también se
registraron visitas de la polilla y otra especie de colibri (Cynanthus doubledayi), con una tasa

de visita de 0.38 y 0.13 flor/h, respectivamente.
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De acuerdo con las observaciones directas y el analisis de los videos, las abejas,

colibries y murciélagos tuvieron contacto con las estructuras reproductivas de M. platyphylla

la mayoria de las veces, mientras que los lepidopteros no contactaban las estructuras

reproductivas de las flores.

De 18 murciélagos nectarivoros capturados, cinco transportaban polen de Merremia

platyphylla en su cuerpo de los cuales solo se pudieron identificar a nivel de especie:

Glossophaga soricina, G. morenoi y G. commissarisi.
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Figura 4. Visitantes florales observados y tasa de visitas por flor por especie de visitante floral
durante el periodo de floracion 2022 y 2023. EI nimero arriba de cada barra representa el nimero de
visitas de cada gremio o visitante floral.
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Figura 5. Proporcidn de visitas florales realizadas por los diferentes visitantes florales observados en
2022 y 2023.

5.2.Biologia reproductiva

Durante 2022, la antesis floral comenzé aproximadamente a las 17:00 h y en enero de 2023,
entre las 17:30 y 18:30 h. Cabe sefialar que en ambos afios empezaba a oscurecer a partir de
las 19 h. En promedio, la longevidad de las flores fue de 12 h, aunque en 2023 algunas flores
permanecieron abiertas hasta por 15 h. La receptividad estigmatica esta presente desde el
momento de la antesis (18:00 h) hasta el final del tiempo de vida de las flores y las anteras y
estigma estan en contacto desde el momento de la antesis (Figura 1).

En 2023, las flores excluidas de los polinizadores, tanto las de autopolinizacion
auténoma como las de autopolinizacién artificial no produjeron frutos, lo que indica que se

trata de una especie auto incompatible y dependiente de los polinizadores para la produccion
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de frutos. Las flores expuestas solo a visitas de Apis mellifera tampoco produjeron frutos. En
el tratamiento de polinizacion diurna, se observé una fructificacion, de 24%, mientras que en
la polinizacion nocturna fue de 50%. En las flores exocruzas manuales se obtuvo una tasa de
fructificacion de 80% mientras que la tasa de fructificacion de las flores de polinizacion
natural fue de 30% (Figura 6), lo que indica que presenta limitacién de polinizadores. Se
detectaron diferencias significativas entre las proporciones de los distintos tratamientos antes
mencionados Xi2= 36.3, P< 0.001. Desafortunadamente, no se pudo realizar la colecta de los
frutos maduros ni el conteo de semillas de los tratamientos de exocruzas y polinizacion

natural (control), ya que los sitios de trabajo fueron quemados.
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Figura 6. Proporcion de flores que pasaron a frutos en los experimentos de polinizacion y las
exclusiones realizadas en la floracidn de 2023. Las letras diferentes significan que hay diferencias
entre los tratamientos (P< 0.01). Los nimeros en cada barra representan el nimero de flores utilizadas
en cada tratamiento.

5.3. Produccion de néctar
En 2023, el pico de produccion de néctar se registrd alrededor de las 18:30 h, con un volumen
promedio de 99.3 £ 2.9 uL (promedio + 1 E.E) y una concentracion promedio de azucares
de 25.7 £ 0.4 °Brix. La produccién promedio de néctar durante todo el tiempo de vida de las

flores fue de 80 + 3.6 L, con una concentracion de 21.8 + 0.2 °Brix (Figura 7). Para el 2024,
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el pico de produccion de néctar también se observé alrededor de las 18:30 h, con un volumen
promedio de 106.7 £ 4.6 pL y una concentracion promedio de azUcares de 26 + 0.2 °Brix
(Figura 8). Ademas, en 2024 la produccion de néctar acumulada durante todo el tiempo de

vida de las flores fue de 328 + 24.5 pL y una concentracién de 24 + 0.1 °Brix (N=20).
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Figura 7. Produccidon de néctar y su concentracion durante el tiempo de vida de las flores de
Merremia platyphylla en el periodo de floracion enero — febrero 2023.
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Figura 8. Produccién de néctar y su concentracion durante el tiempo de vida de las flores de
Merremia platyphylla en el periodo de floracion enero 2024.

5.4. Compuestos volatiles florales

Se identificaron un total de nueve compuestos volatiles florales, de los cuales seis estuvieron
presentes en todas las flores utilizadas (extracciones diurnas y nocturnas), asi como en el
néctar. ElI compuesto mas abundante fue el benzene, 1-ethenyl-3-ethyl, seguido por 4-
ethylacetophenone, benzaldehido, limoneno, 6-elemene y a-pineno (Figura 9). En cuanto al
numero de compuestos reportados por muestra, fue mayor en las flores de las extracciones
de la tarde (9), seguido de los emitidos en las flores nocturnas (8) y en el néctar (6). En las

extracciones de la tarde, los compuestos volatiles florales mas abundantes fueron el
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benzaldehido y 6-elemene, mientras que en las nocturnas fueron el benzene, 1-ethenyl-3-

ethyl y 4-ethylacetophenone, coincidiendo también con el néctar, junto con el benzaldehido.
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Figura 9. Porcentaje de los compuestos volatiles florales emitidos por Merremia platyphylla durante
la tarde y la noche, asi como en el néctar.
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6. DISCUSION

El presente trabajo representa el primer reporte de visita y evidencia de polinizacion efectiva
de murciélagos en una especie del género Merremia. Asimismo, nuestros datos soportan la
hipétesis de los sindromes florales y como se predijo, los caracteres florales corresponden
con la quiropterofilia y los murciélagos fueron los polinizadores que mas aportaron en la
produccion de frutos.

Hasta el momento, en el género solo se habia registrado polinizacion por abejas
(Maimoni-Rodella y Rodella, 1986; Kiill y Ranga, 2000; Raimdndez-Urrutia et al., 2008;
Paul et al., 2023), esfingidos y colibries (Willmott y Burquez, 1996).

Aungue diversos caracteres florales de Merremia platyphylla (e.g., flores grandes en
forma de campana de color blanco con abundante produccion de néctar), sugieren
polinizacion mediada por murciélagos, la antesis crepuscular y la accesibilidad a las
recompensas florales permitié la llegada de visitantes florales que no estan relacionados con
el sindrome quiropterofilico como colibries, abejas, mariposas diurnas y nocturnas, los cuales
hicieron contacto con las estructuras reproductivas de la flor, con excepcién de las especies
de mariposas diurnas y nocturnas. No obstante, las autopolinizaciones manuales indican que
M. platyphylla es una especie incompatible, por lo que ni la cercania de anteras y estigma ni
el contacto de los visitantes florales con las estructuras reproductivas garantiza siempre la
produccion de frutos. Por ejemplo, a pesar de la gran cantidad de visitas y contacto con las
partes reproductoras por A. mellifera, no contribuy6 en la reproduccion de M. platyphylla.

Se registro que las flores expuestas exclusivamente a visitantes nocturnos producen
casi el doble de frutos que las expuestas a visitantes diurnos, lo cual indica que los
murciélagos juegan un papel determinante, ya que las polillas no hicieron contacto con las

partes reproductivas de la flor.
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Debido a que, si hubo produccién de frutos en las flores expuestas Unicamente a
visitantes diurnos, y al descartar a las Apis y a las mariposas diurnas (estas ultimas no
contactan las estructuras reproductivas) los unicos polinizadores diurnos podrian ser los
colibries Amazilia rutila y Cynanthus doubledayi, que podrian estar cumpliendo el rol de
polinizadores secundarios y/o complementando la polinizacion, como se ha reportado en
otros estudios (Dar et al., 2006; Sahley 1996). Sin embargo, se requieren experimentos
detallados para conocer la contribucién especifica de los colibries en la adecuacion de esta
especie.

Los colibries podrian corresponder a los polinizadores ancestrales (Rosas-Guerrero,
2014), ya que es probable que las flores polinizadas por murciélagos hayan evolucionado a
partir de especies polinizadas por colibries (Fleming et al., 2009). Esto podria explicar por
qué es comun en varias especies observar a los colibries visitando flores con sindrome
quiropterofilico (Buzato et al., 1994; Sazima et al., 1994; Fleming et al., 2001; Dar et al.,
2006; Borbon-Palomares et al., 2018; Sahley 1996).

Uno de los resultados no esperados y que difiere con lo que se esperaria en una especie
con sindrome quiropterofilico (Piechowski et al., 2009; Rocha et al., 2020; Slauson 2010),
es que la mayor produccidn de néctar se presenta al momento de la antesis cuando todavia
hay luz y los murciélagos no han empezado su actividad. Esto puede deberse a que la
evolucion de la quiropterofilia sea evolutivamente reciente 0 a que existan limitaciones
filogenéticas que no permitan ajustar la produccion de néctar con la actividad de los
murciélagos. Sin embargo, hay que considerar que la produccion de néctar es frecuentemente
afectada por factores ambientales, por lo que es posible que en algunos afios se de un mejor
ajuste con la actividad de los murciélagos. Otra posibilidad es que la abundante produccion

de néctar sea una estrategia para atraer primero a los colibries y después a los murciélagos.
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El sistema de polinizacién mixto (aves y murciélagos) descrito en M. platyphylla es
similar al reportado en Inga sessilis, algunos cactus (Sahley 1996) y en varios agaves (Rocha
et al. 2005). Amorim y colaboradores (2012) observaron que Inga sessilis presenta una baja
produccion de frutos en condiciones naturales por limitacion de polen, lo que promueve
adaptaciones florales a distintos grupos de polinizadores, incluyendo gran produccion de
néctar y cambios en la concentracion de azucares del mismo, lo que favorece la aparicion de
sistemas de polinizacion generalistas como una tendencia evolutiva exitosa. De manera
similar en algunas cactaceas se ha reportado la polinizacion por colibries y murciélagos
(Sahley 1996). Ademés, en M. platyphylla se encontr6 que presenta limitacion por
polinizadores y produce gran cantidad de néctar, lo cual aunado a su apertura crepuscular
favorece la atracciéon de aves y murciélagos. Cabe mencionar que el volumen de néctar
acumulado encontrado en M. platyphylla (> 300 pL por flor) es uno de los mas altos
registrados en flores polinizadas por murciélagos, en donde la produccién de néctar en
algunos agaves fluctia de desde menos de 1 pL hasta los 250 pL por flor (Sahley 1996;
Rocha et al. 2005).

Otra caracteristica de M. platyphylla que no corresponde con lo reportado en flores
visitadas por murciélagos, son los compuestos volatiles florales. Generalmente los volatiles
que producen las flores visitadas por murciélagos contienen compuestos azufrados con olores
fétidos (Knudsen y Tollsten, 1993; Knudsen, 1999; von Helversen et al., 2000; Petterson et
al., 2004). Sin embargo, algunos compuestos encontrados también se han reportado en otras
especies visitadas por murciélagos, como el a-pineno, benzaldehido, limoneno y -ocimeno
(Gonzalez-Terrazas et al., 2016; Farré-Armengol et al., 2020). Piechowski y colaboradores
(2009), estudiaron la biologia de la polinizacién de Parkia pendula, especie visitada por

murciélagos y encontraron que en el aroma floral de esta especie predomina el B-ocimeno
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con el 84% y no produce compuestos azufrados, similar a lo encontrado en el presente
estudio, aunque el B-ocimeno no paso del 10% en M. plathyphylla. Por otro lado, se han
registrado compuestos similares en flores visitadas por esfingidos, como el germacreno, 3-
ocimeno y benzaldehido (Miyake et al., 1998; Albuquerque-Lima et al., 2020). En ese
sentido, Steen y colaboradores (2019) estudiaron la composicion quimica de los aromas
florales en la orquidea Platanthera chlorantha polinizada casi exclusivamente por la polilla
Sphinx pinastri, destacando el B-ocimeno como uno de los principales compuestos
aromaticos. En M. platyphylla este compuesto solo se detect6 en las extracciones de la tarde
(5-7 pm), lo que corresponde con la actividad de los esfingidos observados (7-7:30 pm). Sin
embargo, su tasa de visitas fue baja y no contribuyen a la polinizacion de la planta, ya que
no hicieron contacto con las estructuras reproductivas. Es posible que en otros afios otras
especies de esfingidos que si contribuyan en la polinizacion de Merremia estén presentes y
sean atraidas por este compuesto.

Por otra parte, Willmott y Bdrquez (1996) documentaron la polinizacion por
esfingidos, ademas de visitas por colibries en Merremia macrocalix, una de las pocas
especies del género con incompatibilidad similar a lo encontrado en M. platyphylla.
Recientemente se ha demostrado que el olfato en las aves también juega un papel en la
busqueda de alimento (Caro et al., 2015; Kim et al., 2021).

Desafortunadamente aln existe poca informacion sobre el tema, por lo tanto, no se
puede afirmar que los compuestos volatiles encontrados en M. platyphylla atraigan a
Amazilia rutila y Cynanthus doubledayi.

Cabe mencionar que también se ha reportado la visita por murciélagos en flores que
no emiten compuestos azufrados (Knudsen y Klitgaard, 1998; Petersson et al., 2004;

Gonzalez-Terrazas et al., 2016), por lo que la atraccidn de los quirdpteros en estas plantas
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puede relacionarse con otros COVs u otras caracteristicas de los murciélagos como la
ecolocalizacion, que juega un papel importante en localizar las fuentes de alimento (von
Helverseny von Helversen, 2003). Es probable que el acople entre la corola de M. platyphylla
y los murciélagos sea un factor importante en la polinizacion, ya que la posicion del estigma
y la abundante cantidad de polen en las anteras facilitan la deposicion de polen y su remocion
por parte de los murciélagos. Sin embargo, el estigma y las anteras estan a la misma altura
(Figura 1C), lo que no se esperaria en una especie auto incompatible. Esta caracteristica se
ha propuesto como un mecanismo que facilita la autofecundacion en especies auto
compatibles de Ipomoea, género cercano a Merremia (Rosas-Guerrero et al. 2011)

Es posible que M. plathyphylla se encuentre en una transicion evolutiva lo cual
explicaria por qué no todas las caracteristicas concuerdan con el sindrome quiropterofilico,
como la hora de la maxima produccion de néctar, los compuestos volatiles florales y la
separacion de anteras y estigma (hercogamia). En varias especies de Agave, polinizadas por
murciélagos (Arizaga et al, 2000, Molina-Freanaer y Eguiarte 2006) se ha reportado la
presencia de dicogamia (separacion temporal en la maduracion de anteras y estigma), pero a
diferencia de las flores de Merremia; las flores de los agaves tienen longevidades de varios
dias. Alternativamente, las caracteristicas observadas pueden representar un sistema mixto
estable en donde tanto los murciélagos como los colibries sean los principales polinizadores.

No obstante, se requieren estudios més detallados para comprobarlo.
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7. Anexo 1. Revision de estudios sobre biologia reproductiva y polinizacién en el género Merremia.

Largo tubo
floral f
diametro
corola

Especie

M. 20.8 mm /
iridentaia 18.2mm
, 67.8 mm f
M. palmeri 558 mm
M. aegypiia
M. dissacia
var.
adentada
M. 37.3mm f 51
macrocalyx mm
M. cissoides
M. clelensis 1.6 cm/ 3 cm
M. umbelfata JEOEnag
cm
3.8cm/ 6-
M. platyphyiia 7.5 cm

Distribucion
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Sudameérica/Brasil

Sudamericay
Centroamérica/Ven
enuela

Meéxico y
Sudamerica/Brasil

México /
Tamaulipas

Américas, Africay
Asia

Guerrero,
Michoacin,
Oaxaca, México

Sindrome
floral

melitofilia,

psicofilia,

tripsofilia

esfingofilia

melitofilia

melitofilia

melitofilia

melitofilia

melitofilia

Hora de la
Dehiscencia
floralflongevid
ad floral

0700 - 09:00
horas del dia

d atardecer f la
corola se
desprendio ala
maifiana
siguiente

4 - 5 am/7 horas

08:00f 7 horas

05:30 - 03:00f
24 horas

/ 24 horas

03:00/ 6-8
horas

Quiropterefilia 5 pm 7 24 horas

Color de la Visitantes
flor florales
Blanco o
amarillo
limen con trips
mancha roja
en el centro
colibries,
Blanco N
escarabajos
Blanco
Blanco escarabajos
Corola blanca escarabajos,
¥ tubo floral  moscas, hormigas
amarillo y avispas
Lepiddpteros,
Blanco coledpteros, otras
especies de abejas
Amarillo
Amarillo abejas y moscas
Apis mellifera,
Trigona
fulviventris,
Blanco .
Mariposa
{Hesperiidag),
Esfingidos

AutocompatiblefIn

Polinizadores compatible

abejas melifer as,
abejas sin aguijon
¥ mariposas

Autocompatiblefaut
égama facultativa

Apis melliferay Autocompatiblesaut
Trigona spinipes = 6gama facultativa

Trigonas autocompatible

Apis mellifera,

Bombus atratus y Autocompatiblefaut

dgama facultativa

Trigona sp.

Ancyloscelis

apiformis y Autocompatiblefaut
Bxomalopsis 6gama facultativa
fulvofasciata

Autocompatiblefaut

Oy RS dgama facultativa

Murciglagos,

colibries Autoincompatible
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Continuacion.

método para  Afio del
Filmaciones determinar estudio/r Referencia
polinizadores  evista

Compuestos Excdusiones Tiempo de

Especie volétiles estudio

1 inarayana, G., & Sol Raju, A J

(201 8). Pollination ecology of Merremia
observaciones tridentata (L) Hallier .
M. tridentata directas, 1x1, 201311-’.DT {Col . Joumnal of Th
10 min/hora T, 10(2), 11339-11347.
https¢/doi.org'10.1160%jot.3252.10.2.113
3911347

Willmott, A P., & Burquez, A (1996). The
observaciones 1996/Ame pollination of Merremia palm exi

autopolinizadon, polinizacion
P - P BOO - SEp directas, 10 rican (Convolvulacea€): Can hawk moths be

Lib LT cuzda ""::“L';I"“"“'m“"" 1991 - 1992 flores, 6 horas, Journalof  trusted? American .burnal of Botany, 83(8),
8 noches Botany 1050-1056.

https:/fdoi org/10.2307/2445994

B

Kiill, L H. F., & Ranga, N. T. (2000). Biologia
_ L mar1995 - jul ZH[IFI;’N_at da poliniza o de Memremia aegypfia (L) Urb.
M. aegyptie 1997 uralia Rio (Convolvulacese) no sertao de
Claro Pernambuco. Naturalia Rie Claro, 25,
149-158.
Faz, 1R L, & Figozzo, G. M. (2013). Aoral
M. dissecta var. Jun 2007 - jun observaciones 2013/Lun Gy e D :flMenem (=
edentada 2008 diredias diana T, IR () el
(Convolvulaceae) in an urban fragment of
Atlantic Forest, Bahia. Lundiana, 11¢(1-2).
Urrutia, E., fo, L, &
o , Observacion 2008/ Jour Veiézzquezr, D. (2008). Hepr?ducﬁvehiulogv t?f
sutopolinizacion inducida, directs y nal of the the morning glory Mermrem ia maaocalyx (Ruiz
M. mecrocalyx polinizacion cruzada, control y captura de Torrey & Pavon) O'Donnell (convolvulacea&). Journal
polinizadon natural, ejemplares Botaniml of the Torrey Botanical Sodety, 135(3),
Society 299-308. hitps://doi.org/10.3159% 08-RA-
0271
Maimoni-Rodells, B. C. §., & Rodella, R. A
19867 (1986). Floral biology of Merremia
M. cissoides . dssoides. Naturalia, 117-123
[oaiTEy https:/fwww_cabdirect orgf cabdirect/abstract/
19890226649
= Mdonald, 1 A (2008). Merremin delensis
2008/ (Convolvulaceae: Merremiene): A new species
M. cietensis systemati end narrow endemic from tropial northeast
¢ Botany Mexico. Systematic Botany, 33(3), 552-555.
https//doi.org'10.1600/0363644 087856796
33
Faul, S, Das, R, Chetry, K et al. Permanent
Polinizacion cruzada, 20237 floral closure enhances the reproduclive
M. umbeliate em asculacion en bolsa, 2021 Flant effidency in Mememia
polinizacion natural ¥ Ecology um bellata subsp. orientalis Hallier £.) Ooststr.

Butopolinizad on {Convolyulaceae). Plant Ecol 224, 491-500
(202 3). hitps:f/ doi.orq/10.1007/511258-023-

Autopolinizacion auténoma,

au topolinizacon manual, Febrero 2022; Filmadonesy
: - 77 horas de
M. pletyphyite si pol adon auzada m anual, enero, febrero filmaciones captura de 2023
polini ion diuma, polinizacion  y marzo 2023 ejemplares

nocturna
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