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Abstract. De Egea Elsam, J. & M. T. Amela Garcia. 2023. Floral biology, reproductive system and floral visitors of
Vitex cymosa (Lamiaceae). Darwiniana, nueva serie 11(1): 246-264.

Vitex cymosa Bert. ex Spreng. (Lamiaceae) is a native species of tropical and subtropical Central
and South America. Its medicinal, antioxidant, antifungal and antibacterial properties are noteworthy
and widely studied. This study aims to contribute towards the knowledge of the reproductive biology
of V. cymosa, through: the determination of the reproductive system; the description of reproductive
morphological attributes (flower, fruit, pollen and nectary), attractants and floral phases, as well as the
record and function of floral visitors. Vitex cymosa presents melitophilic floral traits: diurnal anthesis,
bluish coloration, bilabiate structural type, presence of visual guides in the corolla indicating the location
of the reward (nectar), and a soft, sweet and pleasant aroma to humans. The pollen has pollenkit and
is deposited nototribically on the pollinators. The nectary is of gynoecial origin, the nectar is released
through nectarostomes located on the apex of the ovary, remaining available even after corolla abscition,
as a post-floral nectary; such zone is distinguished by a purple coloration, different from that of the rest
of this organ, which grows basipetally as the fruit develops. The reproductive system of V. cymosa is
mixed, resulting in more than 75% of fructification, through both allogamy mediated by pollinators and
spontaneous self-pollination, presenting a slight hercogamy that would contribute to cross-pollination.
Eleven species of floral visitors were recorded, all belonging to the Class Insecta. Among these floral
visitors, Apis mellifera was the most frequent species, and along with other species of native bees (of
the genera Bombus, Centris, Plebeia, Tetragonisca, Trigona), wasps and butterflies, they would be
pollinators when they visit legitimately (in the case of the hymenopterans, as some of them thieve
pollen). Despite this visitor assembly, the most important pollinators are the bees, which coincides with
the melitophilic characteristics of the flowers. The nectar exposed in flowers where the corolla has
already fallen, more accessible to some bees and to the wasps, would contribute to greater attraction to
pollinators, as well as predatory insects of herbivores of the developing fruits.

Keywords. Floral and post-floral nectary; floral attractants; floral micromorphology; floral trichomes;
floral visitors; flowering phenology; nectarostomes; reproductive system.

Resumen. De Egea Elsam, J. & M. T. Amela Garcia. 2023. Biologia floral, sistema reproductivo y visitantes florales
de Vitex cymosa (Lamiaceae). Darwiniana, nueva serie 11(1): 246-264.

Vitex cymosa Bert. ex Spreng. (Lamiaceae) es una especie nativa de América Central y del Sur tropical
y subtropical, reconocida por sus propiedades medicinales, antioxidantes, antimicoticas y antibacteriales,
ampliamente estudiadas. El presente trabajo tiene por objetivo contribuir al conocimiento de la biologia
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reproductiva de V. cymosa, a través de: la determinacion del sistema reproductivo; la descripcion de
atributos morfoldgicos reproductivos (flor, fruto, polen y nectario), atractivos y fases florales, asi como
el registro y funcion de los visitantes florales. Vitex cymosa presenta rasgos florales melitofilos: antesis
diurna, coloracion azulada, tipo estructural bilabiado, con guias visuales indicativas de la ubicacion de
la recompensa (néctar) y aroma suave, dulce y agradable al humano. El polen posee cemento polinico
y se deposita en forma nototriba sobre los polinizadores. El nectario es de origen ginoecial, el néctar se
libera a través de nectarostomas ubicados sobre el dpice del ovario, quedando disponible incluso después
de abscisa la corola, a modo de nectario post-floral; dicha zona se distingue por una coloracion parpura,
diferente a la del resto del gineceo, que crece hacia la base a medida que el fruto se desarrolla. El sistema
reproductivo de V. cymosa es mixto, fructificando en mas del 75%, tanto por alogamia mediada por
polinizadores como por autopolinizacion espontanea, presentando una leve hercogamia que contribuiria
ala polinizacion cruzada. Se registraron 11 especies de visitantes florales, todas pertenecientes a la Clase
Insecta. De los visitantes florales, Apis mellifera fue la especie mas frecuente, y junto a otras especies de
abejas nativas registradas (de los géneros Bombus, Centris, Plebeia, Tetragonisca, Trigona), avispas y
mariposas, serian polinizadores cuando visitan en forma legitima (en el caso de los himendpteros, ya que
algunos hurtan polen). A pesar de este ensamble de visitantes, los polinizadores mas importantes son las
abejas, en coincidencia con los caracteres melitofilos de las flores. El néctar expuesto en flores donde ya
se cay0 la corola, mas accesible a algunas abejas y a las avispas, contribuiria a una mayor atraccion de
los polinizadores, asi como a insectos predadores de herbivoros de los frutos en desarrollo.

Palabras clave. Atractivos florales; floracion; micromorfologia floral; nectario floral y post-floral;

nectarostomas; sistema reproductivo; tricomas florales; visitantes florales.

INTRODUCCION

El género Vitex L., recientemente transferido
de la Familia Verbenaceae a la Familia Lamiaceae
(APG, 2016), incluye unas 205 especies, de
distribucion tropical y subtropical (POWO, 2021),
la mayoria nativas de Asia, Africa y Australia, y
unas pocas de América Central y del Sur (Kumar et
al., 2017). Comprende arboles o arbustos inermes
con hojas compuestas, digitadas, 3-7-folioladas,
ocasionalmente reducidas a un ftnico foliolo,
generalmente  caducas, con inflorescencias
cimosas, flores zigomorfas y fruto drupaceo
(Troncoso, 1974; Franga & O’Leary, 2018).

El género contiene numerosas especies muy
apreciadas por sus propiedades maderables,
ornamentales y medicinales (Troncoso, 1974),
entre ellas Vitex agnus-castus L., la especie tipo,
conocida en todo el mundo por sus propiedades
para tratar problemas hormonales femeninos
y dolores menstruales (Van Die et al., 2013;
Cerqueira et al., 2017); Vitex megapotamica
(Spreng.) Moldenke, utilizada en carpinteria y
como afrodisiaco en América del Sur (Lopez
et al., 2002); Vitex pubescens Vahl, usada en
Indonesia para tratar diversos dolores y fiebre
(CIFOR, 2021). Rani & Sharma (2013) realizaron
una revision exhaustiva sobre farmacologia,

morfologia, fitoconstituyentes, estudios clinicos
y toxicologia de las especies mas conocidas.

En cuanto a la biologia reproductiva, existen
referencias principalmente sobre las especies
paleotropicales y australianas: Vitex negundo
L., nativa de Asia y este de Africa, ampliamente
cultivada como ornamental y aromatica en
Asia, Africa, Australia, Europa y América del
Norte, tiene flores homogamas, hercégamas y es
xendgama facultativa (Kumar et al., 2017; Sun
et al., 2020), con polinizaciéon entomofila (Khan
et al.,, 2021); Vitex Ilucens Kirk., endémica de
Nueva Zelanda, es autocompatible (Barrell et al.,
1997), siendo polinizada en su estado silvestre por
algunas especies de aves mieleras (honeyeaters;
Familia Meliphagidae), también endémicas de
esa isla (Anderson, 2003) y Vitex agnus-castus,
originaria de la region Mediterranea e introducida
en muchos paises, fue objeto de estudios sobre
visitantes florales fuera de su area de distribucion
natural (Mariano et al., 2017) y palinologicos
(Trigo, 1993). Otros estudios sobre morfologia
polinica abarcan 129 especies del género,
incluyendo Vitex cymosa Bertero ex Spreng.
(Large & Mabberley, 1995), y especies africanas
de la subfamilia Viticoideae (Cabral et al., 2008).
Kumar et al. (2017) presentan una sintesis de
los sistemas reproductivos y de los mecanismos
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de dispersion de semillas para otras especies de
Vitex, las flores son, por lo general, homogamas,
alégamas y entomofilas, aunque en algunas
especies se ha reportado hercogamia, dicogamia,
autocompatibilidad y ornitofilia; en cuanto a las
drupas, son generalmente carnosas y de dispersion
principalmente zoocdrica y antropocoérica. Otras
contribuciones tratan la utilizacion de recursos
florales por ciertos polinizadores (Quiroz-Garcia
et al., 2011; Rech & Absy, 2011; Hawkins &
Robacker, 2019). Respecto del nectario, solo se
ha investigado la anatomia y el desarrollo en Vitex
chinensis Mill. (Yufang et al., 2000). Respecto de
las caracteristicas del fruto en el género Vifex, se
ha referido su caracter drupaceo (Monteiro et al.,
2018), mas o menos carnoso (Troncoso, 1974),
compuesto por 4 pirenas uniseminadas (Franca &
O’Leary, 2018), sin sefialar mayores diferencias
entre especies.

Vitex cymosa es una especie nativa de América
Central y del Sur tropical y subtropical (Tropicos,
2021); es una de las siete especies del género
registradas en el sur de Brasil, en Paraguay y en
el noreste de Argentina (Zuloaga et al., 2019),
donde es conocida popularmente como faruma
(Lorenzi, 1998; Lopez et al., 2002). En Argentina
crece en las provincias de Formosa y Corrientes,
y en Paraguay en los departamentos Alto Parana,
Alto Paraguay, Central, Concepcion, Cordillera
y Paraguari (Zuloaga et al., 2019), en ambos
paises dentro de las regiones biogeograficas
paranaense y chaquefia (Cabrera & Willink, 1973;
Morrone, 2014). Son arboles caducifolios, muy
ornamentales, que alcanzan una altura de 10-20 m,
de copa globosa y muy frondosa, con hojas
palmadas, flores violeta-azuladas dispuestas en
inflorescencias cimosas y drupas obovoides a
globosas de color rojizo, violeta-negruzco a negro
en la madurez, con pulpa suculenta (Lorenzi,
1998; Franca & O’Leary, 2018). Los frutos son
comestibles para los humanos (Guevara et al.,
2020; Meza Miranda et al., 2021) y muy apreciados
por aves y peces (Lorenzi, 1998). Es una especie
heliofila y se desarrolla preferentemente sobre
suelos humedos y fértiles. Presenta una fenologia
de floracion extendida entre septiembre y octubre,
y los frutos maduran entre noviembre y diciembre
(Lorenzi, 1998). A pesar de sus flores llamativas
y conspicuas, las descripciones en la literatura se
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limitan a los caracteres diagnosticos y taxonémicos
de las flores que definen la identidad de la especie,
pero no profundizan sobre sus caracteres morfo-
funcionales que contribuirian a la comprension de
la biologia floral y reproductiva de la especie.

En correspondencia con el elevado interés en
la farmacologia del género, Vitex cymosa ha sido
objeto de numerosos estudios quimicos enfocados
en las propiedades medicinales, antioxidantes,
antimicdticas y antibacteriales de sus hojas y frutos
(Dos Santos et al., 2001; Leitao et al., 2006, 2011;
Guevara et al., 2020; Meza Miranda et al., 2021,
entre otros). Sin embargo, aspectos relacionados con
la biologia reproductiva de esta especie no fueron
aun abordados. Su conocimiento podria contribuir
a un entendimiento mayor de la reproduccion de
este género, dadas las diferencias mencionadas
mas arriba entre las especies estudiadas, para poder
inferir patrones evolutivos de sus caracteres, asi
como establecer manejos reproductivos adecuados
de las especies con interés comercial.

El presente trabajo tiene por objetivo principal
contribuir al conocimiento sobre la biologia
reproductiva de Vitex cymosa mediante la
descripcion detallada de los atributos de la flor, de las
fases florales y del fruto, y la busqueda de respuestas
a las siguientes preguntas: ;cual es el sistema
reproductivo?, ;cual es el grado de especializacion
o sindrome de polinizacion? y ;cuales son los
visitantes florales y, entre ellos, los polinizadores?

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio fue desarrollado en la ciudad de
Mariano Roque Alonso, Departamento Central,
Paraguay, en un area suburbana, residencial, con
casas con jardin, esparcidas, dentro de una zona
modificada a parque urbano hace menos de 15
afios. La matriz vegetal de esta zona, de unas 10
hectareas, esta dominada por gramineas cespitosas,
herbaceas latifoliadas y arboles dispersos, algunos
autoctonos espontaneos y otros cultivados con
fines ornamentales. Los arboles estudiados son
afiejos, comunes en los alrededores y se encuentran
dentro del area de distribucion de la especie, por lo
cual su ocurrencia en el sitio se considerd natural y
anterior a la antropizacion.
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Dentro del parque urbano crecian cuatro
arboles de Vitex cymosa, de unos 15 m de
altura, con copa frondosa, globosa a piramidal,
separados unos 300 a 500 metros entre si. Se
colectd un ejemplar de herbario de uno de los
individuos (25°12°12” S — 57°30°37” O) con
el fin de corroborar la identidad de la especie
(ejemplar J. De Egea 1989; original depositado
en FCQ, duplicado en CTES). Las observaciones
principales fueron realizadas del 11 de octubre al 1
de diciembre de 2021; observaciones adicionales
se siguieron realizando hasta octubre de 2022, a
fin de corroborar la maduracion de los frutos y la
ocurrencia de floraciones multiples.

Atributos florales

Morfologia de la flor. Se describieron las
caracteristicas y disposicion de las piezas
florales, determinando el tipo floral estructural, a
través de la observacion directa de flores frescas,
disecciones de las piezas y uso de microscopio
estereoscopico (ME). Para la descripcion
micromorfologica, se tomaron imagenes con
microscopia electronica de barrido (MEB), para
lo cual flores frescas fueron fijadas en etanol
70%, posteriormente deshidratadas en una
serie creciente de etanol (85% y 100%) y luego
secadas a punto critico (Sorrivas de Lozano &
Morales, 1986). Las muestras fueron montadas en
laminas de aluminio con cinta doble faz y luego
metalizadas con oro utilizando un equipo Denton
Vacuum Desk II. La observacion del material se
realizé en un microscopio electronico de barrido
JEOL 5800LV. Las imagenes fueron capturadas
con un digitalizador Gatan model 788 Digiscan II.
La terminologia adoptada para la descripcion de
los tricomas siguid a Payne (1978).

Fenologia, fases florales y desarrollo del fruto.
Se registro la fenologia de floracion completa de
los cuatro arboles. Para registrar el desarrollo de
las fases florales, se marcaron diez botones florales
de dos arboles y se observaron desde el amanecer
hasta el atardecer, cada tres horas, desde la antesis
hasta la senescencia floral. Posteriormente, se
registro el desarrollo del fruto. Las observaciones
fueron realizadas con lupa de mano.

Nectarios y néctar. Cinco botones florales
proximos a la antesis, de dos arboles, fueron
embolsados con tela de organza para evitar arribo

de los visitantes florales, a fin de permitir la
acumulacion de néctar. Las flores fueron colectadas
durante el segundo dia de antesis, antes de la
marchitez, para constatar la presencia de néctar y
la existencia y ubicacion de estructuras secretoras.
Para ello se disectaron las flores y se observaron
con microscopio estereoscopico (ME).

Atractivos visuales. Se describié el patron
de coloracion en el espectro visible mediante la
inspeccion de 10 flores, a ojo desnudo y con lupa
estereoscopica, usando la carta de Kelly (1965).

Atractivos olfativos. Para evaluar la emision
de compuestos volatiles se efectué una prueba
olfativa segiin Kearns & Inouye (1993). Para ello
se cosecharon 140 flores en antesis (35 flores de
cada uno de los cuatro arboles) y se separaron los
distintos ciclos florales en contenedores que se
cerraron herméticamente. Luego de transcurrida
una hora, se percibio si se detectaba olor en alguno
de los ciclos, describiendo sus caracteristicas
organolépticas.

Sistema reproductivo

El sistema reproductivo se determind a través
de un experimento de polinizaciéon controlada
aplicando a 3 individuos los tratamientos detallados
a continuacion. Los botones florales (y las flores
una vez tratadas) se aislaron de los visitantes
florales, florivoros y frugivoros con bolsas de
organza.

Autopolinizacion  espontanea: se aislaron
botones florales proximos a la antesis y no se
realiz6 ningln tipo de polinizacion manual.

Geitonogamia manual: se aislaron botones
florales proximos a la antesis; una vez iniciada la
antesis, se retir6 la bolsa, se transfirié manualmente
polen desde anteras de otras flores de la misma
planta hasta el estigma de las flores aisladas y se
volvieron a embolsar.

Alogamia mediada por polinizadores: botones
florales proximos a la antesis fueron emasculados
y, una vez abiertas las flores, se dejaron expuestas a
la accion de los polinizadores; finalizada la antesis,
se volvieron a embolsar.

Polinizacion natural: se rotularon flores que se
dejaron expuestas a la accion de los polinizadores;
finalizada la antesis, fueron embolsadas.

Apomixis: botones florales proximos a la antesis
fueron emasculados y embolsados.
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En los dias siguientes se monitoreo el desarrollo
ovarico, midiendo la longitud desde la base hasta
el apice y se calculd su tasa de crecimiento, segiin

la formula: x
(Xbl - Xai)
i=1

Donde Xb es la longitud del ovario en el dia b,
Xa la longitud del ovario en el dia anterior a, k es
la cantidad de registros (dias), la cual se promedio
luego por la cantidad de ovarios medidos.

Las bolsas de organza fueron dejadas entre
12 y 15 dias, hasta ya iniciado el desarrollo
de los frutos, momento en que los productos
de los tratamientos (flores abscisas o frutos en
crecimiento) fueron colectados y fijados en
alcohol 70%. Posteriormente se contaron los frutos
en desarrollo obtenidos y se calculd el porcentaje
de fructificacion de cada tratamiento. Estos
resultados fueron analizados mediante modelos
lineales generalizados (GLMs) con el tratamiento
de polinizacion como unica variable explicatoria y
asumiendo una distribucion binomial de la variable
respuesta; esto se realizd usando el software R
(R Core Team, 2019).

Visitantes florales

Se registraron los visitantes florales en periodos
de 15 minutos, cuatro veces al dia (a las 7:00 hs,
10:30 hs, 14:00 hs y 17:30 hs). Los visitantes
fueron registrados con fotografias y, cuando fue
posible, se contd la cantidad de flores visitadas
por minuto.

Para establecer la diferencia entre polinizadores
y visitantes florales, se realizaron observaciones
directas de los insectos que visitaron las flores.
Se consideraron polinizadores a todos aquellos
visitantes que realizaron visitas legitimas
(segin la definicion de Faegri & van der Pijl,
1979), es decir, que accedieron a la recompensa
introduciendo su aparato bucal por el tubo floral,
y que ademas lograron el contacto con los 6rganos
reproductivos de la flor, de manera tal que puedan
intervenir efectivamente en la polinizacion. El
resto de los insectos que interactuaron con las
flores sin establecer dicho tipo de contacto, fueron
considerados sdlo visitantes florales (hurtadores o
ladrones, de néctar o de polen, segun corresponda,
de acuerdo con las definiciones de Inouye (1980)).
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RESULTADOS

Atributos florales

Morfologia de la inflorescencia, de la flor y del
fruto. Inflorescencias (Fig. 1A) en cimas dicasiales
laxas, axilares a subterminales, de 20-40 mm de
longitud, con bracteas y bractéolas hasta 2 mm,
lanceoladas, caducas; pedunculos hasta 20 mm
de longitud, flores patente-péndulas, 5-8 abiertas
simultaneamente. Flores (Fig. 1B) marcadamente
zigomorfas, con pedicelos de 3-5 mm. Caliz
(Fig. 1C) de 3 mm de longitud, campanulado, con 5
dientes anchos, subiguales, tomentoso externamente
y glabro en el interior. Corola (Fig. 1D-E)
tubular-bilabiada; tubo 6-7 mm de largo, cilindrico,
algo ensanchado hacia el apice; limbo oblicuo
en relacion al tubo, extendido, eliptico, con el eje
mayor de 1,5 mm y el menor de 1,2 mm; labio
superior 2-lobulado, el inferior 3-lobulado; los
l6bulos finamente papilosos y con pubescencia
glandular, redondeados, el central inferior mayor,
orbicular, de unos 7 mm de diam., irregularmente
crenulado, viloso, de color azul (muy palido o
muy claro) a azul purpireo (muy palido o muy
claro), con una macula blanca de forma bilobada
en la entrada al tubo. Estambres 4, didinamos, 2 de
7 mm y 2 de 9 mm de largo, adnatos en su base
al labio superior, emergiendo de la porcion media
del tubo corolino o un poco por debajo de este
punto, levemente por encima del estigma, exertos;
filamentos filiformes, hirsutos en la base y cubiertos
de tricomas glandulares hacia el apice (Fig. 1E-F);
anteras de 1 mm de largo, dorsifijas, oblongas, de
color azul purpureo profundo, dehiscentes hacia el
labio inferior (Fig. 1G). Ovario stpero de 1,5 mm
de longitud, globoso, con el apice purpura y la zona
media y basal blanco-amarillentas, 2-carpelar, los
carpelos 2-loculares y 2-ovulados; estilo de 5 mm
de longitud, terminal, filiforme (Fig. 1H); estigma
cortamente bifido, con las ramas agudas, subiguales
(Fig. 11); estigma y apice del estilo azul purptreo,
aclarandose hacia su base hasta blanco (Fig. 1H, I).
Fruto drupa de 2-2,5 cm de largo, globosa a obovoide,
de color rojo purpureo oscuro y caedizo a la madurez,
con caliz persistente, cupuliforme, pulpa suculenta;
pirena 6sea Unica, 4-locular, 4-seminada (Fig. SF).

Caracteristicas epidérmicas de la corola y el
androceo. Las células pavimentosas del limbo
presentan papilas pequefias (Fig. 2A-D), mientras
que el interior del tubo corolino estd completamente
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Fig. 1. Morfologia floral de Vitex cymosa. A, inflorescencia. B, detalle del limbo de la corola, notese los estambres
adnatos al labio superior y exertos (10x). C, vista inferior del caliz zigomorfo, campanulado (10x). D-E, diseccion
longitudinal mostrando los estambres didinamos (D) y la hercogamia leve, las anteras por encima del estigma (E) (20x).
F, detalle de la base de los filamentos estaminales hirsutos (30x). G, apertura de las tecas y exposicion del polen (40x).
H, diseccion del caliz (corola removida) mostrando el gineceo (10x). I, detalle del estigma bifido (40x). Figura en color
en la version en linea http://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/1096/1296

recubierto por papilas de mayor tamaiio (Fig. 3A-B).
Existen pelos en la superficie del limbo (Fig. 2A-D),
en el interior del tubo corolino (Fig. 3A-B), a lo
largo de los filamentos estaminales (Fig. 3C) y en
la base de éstos (Fig. 3D). Los pelos de la superficie

del limbo son, en su mayoria, atenuados y algunos
glandulares (Fig. 2A-B); todos tienen una hilera de
células: los atenuados, conformados por 3-4 células,
alcanzan 120 um de longitud (Fig. 2C), mientras
que los glandulares, con 4-7 células, alcanzan 90 pm
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Fig. 2. Caracteristicas de la epidermis del limbo. A-B, vista superficial de la epidermis, con células pavimentosas con
papilas y tricomas atenuados y secretores. C, detalle de tricoma atenuado y papila de célula pavimentosa (flecha). D,
detalle de tricoma secretor y papila de célula pavimetosa (flecha).

de longitud (Fig. 2D). Los pelos del interior del tubo
corolino son escasos, tanto los atenuados (Fig. 3A)
como los secretores (Fig. 3B), alcanzando una
longitud de hasta 320 um. Los filamentos estaminales
estan cubiertos de pelos glandulares dispersos, de
30-50 um de longitud, conformados por 3-5 células
(Fig. 3C), mientras que en su base existe un cimulo
de pelos atenuados de ca. 600 um de longitud
(Fig. 3D). Todos los estambres ofrecen polen: éste
es prolado, de 20 um de diametro polar x 15 um de
diametro ecuatorial, tricolpado, con perforaciones
simples, mas o menos circulares o elongadas (éstas
ultimas aparentemente coalescentes), algunas
incompletas; presenta cemento polinico (Fig. 3E).
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Fenologia y fases florales. La floracion
comenzo los primeros dias de octubre de 2021,
coincidiendo con la ausencia casi total de hojas y
termind a mediados del mes de noviembre; el 10
de noviembre atn se encontraron algunas flores
en antesis, aunque los arboles ya se hallaban
en fructificacion plena y con hojas nuevas. El
patron fue sincronico entre todos los individuos
de V. cymosa registrados en el area. Un segundo
y mucho menor pico de floracion, y en presencia
de un denso follaje, también sincronica, fue
registrado durante mayo de 2022. Con base en
las observaciones realizadas, se definieron 3 fases
florales (Tabla 1, Fig. 4).
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Fig. 3. Caracteristicas de la epidermis del tubo corolino y del polen. A-B, vista superficial del interior del tubo
corolino, cubierto por papilas, con tricomas atenuados (A, centro) y secretores (B). C, tricomas secretores en
el filamento estaminal. D, tricomas atenuados en la base de los filamentos estaminales. E, polen con cemento

polinico (flecha).




Fig. 4. Fases florales en Vitex cymosa. A, botones florales
en diferente estado de desarrollo. B, fase 1: apertura
progresiva del boton floral. C, fase 2: expansion total
del limbo. D, fase 3: inicio de la marchitez. Figura en
color en la version en linea http://www.ojs.darwin.edu.
ar/index.php/darwiniana/article/view/1096/1296
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La primera implica la apertura gradual del boton
floral; inicia con la salida del sol y se desarrolla
durante 2-4 horas. Los lobulos de la corola se
abren sucesivamente: primero se separa el labio
superior, y luego se extienden uno tras otro los
l6bulos del labio inferior. La segunda fase, o
antesis propiamente dicha, tiene una duracion de
dos dias (con clima soleado o bien con lluvias
leves y vientos moderados). El polen se expone
durante toda la antesis y las tecas se deshidratan
progresivamente. El estigma presenta sus ramas
separadas durante todo este periodo, sugiriendo
receptividad estigmatica. La tercera y tltima fase
implica la marchitez y caida de la corola; al final
del segundo dia de antesis, la corola se deshidrata
progresivamente hasta su caida, quedando el
caliz persistente y el ovario expuesto, si hubo
fecundacion. En resumen, la longevidad floral
es de dos dias bajo condiciones meteorologicas
favorables (permaneciendo las flores en fase 2 la
mayor parte de ese tiempo, es decir, con capacidad
de exportar y de recibir polen).

Después de la culminacion de la antesis
y cuando la fecundacion fue exitosa, el caliz
contiene al ovario en crecimiento (Fig. 5A), cuya
zona apical purpura (Fig. 5B) se va expandiendo
hacia la base, tornandose mas clara, mientras la
base se torna mas oscura (Fig. 5C), adquiriendo
una coloracion homogénea, verde-amarillenta
primero (Fig. 5D) y verde después (Fig. SE), con
maculas blancas. La tasa de crecimiento del fruto
fue de 0,75+ 0,11 mm (n = 16) por dia; una vez que
los frutos alcanzaron unos 18-20 mm de longitud
comenzaron a adquirir mayor suculencia, pero sin
aumentar su longitud. A los 50 dias de iniciada la
floracion, los primeros frutos se encontraban ain
verdes, pero ya con la longitud final. El desarrollo
de suculencia y la maduracion del fruto tuvo una
duracion aproximada de 25-30 dias, hallandose
frutos maduros entre finales de diciembre y
principios de enero (Fig. 5F).

Nectarios y néctar. El néctar es secretado por la
zona purpuradel apice del ovario (Fig. 6A) en forma
de gotas dispersas que eventualmente coalescen en
gotas de mayor tamaifio, y se acumula en la base
del estilo, sobre el ovario (Fig. 6B), alcanzando
en ocasiones la entrada del tubo; también puede
encontrarse disponible y expuesto después de caida
la corola. El tejido nectarifero estaria ubicado por
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Tabla 1. Fases florales en Vitex cymosa.

Fase Evento

1 Apertura gradual del boton floral

2 Exposicion de los ciclos reproductivos

Antesis

3 Marchitez y caida de la corola

Duracion
Desde la salida del sol, durante 2-4 horas.

2 dias (con sol o lluvias leves y vientos moderados).
1 dia (con tormentas y vientos fuertes).

Al final del segundo dia de antesis.

-
8
3
<
3
H
4

Fig. 5. Desarrollo del fruto en Vitex cymosa. A, primeros estadios del ovario fecundado en desarrollo, dentro del caliz
persistente (10x). B, ovarios de la flor en antesis, | mm de longitud base-apice (20x). C, ovarios fecundados, primeros
estadios de desarrollo, caliz removido (10x). D, fruto en desarrollo, 10 mm de longitud. E, fruto en desarrollo, 16 mm
de longitud. F, fruto en proceso de maduracion, 19 mm de longitud. Figura en color en la version en linea http://www.
ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/1096/1296

debajo de dicha zona (Fig. 6C). El néctar se libera
a través de nectarostomas (puntos blancos en la
zona purpura; Figs. 6B y 7A), levemente elevados
sobre la epidermis, no todos abiertos (Fig. 7B), de
estructura paracitica (Fig. 7C-D).

Atractivos visuales y tactiles. En el espectro
visible, las flores de V. cymosa varian desde
azul (muy palido o muy claro) a azul purptreo
(muy palido o muy claro) (Fig. 8A-C); esto fue
observado en diferentes flores en la misma fase

floral, en el mismo individuo; es decir, distintas
flores presentaron distinto grado de saturacion.
Cualquiera fuera la saturacion, ésta fue mas o
menos uniforme en toda la corola, con excepcion
de unas zonas, en apariencia mas oscuras, producto
de unos pliegues convergentes hacia el centro de
la flor en los dos l6bulos del labio superior, asi
como en ambos hemilimbos del labio inferior
(Fig. 8A-C). El interior del tubo corolino es blanco,
con estrias longitudinales azul purpureas (Fig. 8D).
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Fig. 6. Nectario de Vitex cymosa. A, vista lateral del
ovario, en donde se destaca la zona secretora de néctar,
de color violeta (30x). B, superficie apical del ovario,
donde se observa la zona violacea secretora con puntos
blanquecinos correspondientes a nectarostomas y el
néctar acumulado (flecha), visible al retirar la corola,
el androceo y el gineceo de una flor en antesis (20x).
C, corte longitudinal del ovario, donde se ubicaria el
tejido secretor (flecha) (30x). Figura en color en la
version en linea http://www.ojs.darwin.edu.ar/index.
php/darwiniana/article/view/1096/1296
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En la base del lobulo mayor del labio inferior,
justo a la entrada del tubo, se destaca una macula
blanca, notablemente vilosa, bilobada, en cada uno
de los 16bulos buliformes (Fig. 8D). La coloracion
de las anteras (azul purpureo profundo) contrasta
con el limbo, sobre todo en las flores de tonalidad
mas clara (Figs. 8C, 4C), observandose el polen
(blanco) a la dehiscencia (Fig. 1E, G).

Atractivos olfativos. So6lo se detectd aroma
(leve, dulce, agradable) en la corola y en el
androceo (mas leve en este ultimo).

Sistema reproductivo

Todos los tratamientos realizados para evaluar
autocompatibilidad y alogamia superaron el 75%
de fructificacion, excepto el tratamiento para evaluar
apomixis que alcanz6 un 10% de fructificacion
(Tabla 2), difiriendo significativamente del resto
(Xi#=31,512; p <0,0001).

Visitantes florales

Fueron registradas e identificadas 11
especies de visitantes florales (Tabla 3). Todas
realizaron visitas legitimas, contactando los
ciclos reproductivos; sin embargo, en algunas
oportunidades, individuos de Tetragonisca
fiebrigi, Plebeia sp. y las especies de avispas
realizaron visitas ilegitimas.

Durante todo el periodo de floracion las
visitas fueron asiduas, desde el amanecer hasta
el atardecer. El visitante floral mas frecuente
fue Apis mellifera, que libé legitimamente en
promedio 11 flores por minuto, depositandose
el polen en forma nototriba, sobre la cabeza
(Fig. 9A). El segundo visitante floral mas
frecuente fue Tetragonisca fiebrigi; los individuos
de esta especie, ademas de las visitas legitimas de
libacién, a veces libaban el néctar expuesto una
vez caida la corola (Fig. 9B) o colectaban polen
en forma ilegitima posados sobre las anteras
(Fig. 9C). Los demas visitantes fueron registrados
ocasionalmente: Plebeia sp., ademas de las visitas
legitimas, realiz6 algunas visitas ilegitimas
posandose sobre las anteras y colectando polen
(Fig. 9D); Trigona sp. (Fig. 9E) visit6 siempre en
forma legitima. Las avispas (Fig. 9F-G), ademas
de visitar las flores, tanto durante la antesis como
luego de la abscision de la corola, recorrian las
inflorescencias.
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Fig. 7. Nectario en Vitex cymosa, visto con MEB. A, superficie apical del ovario con nectarostomas (70x). B,
nectarostomas elevados sobre la epidermis (400x). C-D, detalle de nectarostomas abiertos, paraciticos (2000x).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La floracion de Vitex cymosa, caracterizada por
gran cantidad de flores y con una duracion de 40 dias
(considerando la floracion principal de primavera),
corresponderia a la estrategia “cornucopia” de la
clasificacion de Gentry (1974), hallada en diversas
especies tanto de regiones templadas como tropicales
y polinizadas por gran variedad de animales, incluidas
las abejas. Por otro lado, teniendo en cuenta el patron
bimodal, corresponderia a la estrategia subanual de
la clasificacion de Newstrom et al. (1994). Pulsos
en primavera y en otoflo, con el primero mayor y el
segundo menor, fueron reportados en varias especies
de otras familias (Rama Devi et al., 1989; Galetto et
al., 2000; Pico & Retana, 2001).

Vitex cymosa presenta numerosos atributos
florales entomofilos y, en particular, melitofilos.
La antesis diurna, el color azulado, la estructura
morfo-funcional bilabiada, la presencia de guias
visuales en la corola conducentes a la ubicacion
de la recompensa (néctar), el aroma leve,
agradable (no frutal, ni rancio, ni fétido) y dulce,
y la presencia de cemento polinico coinciden
con las caracteristicas de este sindrome floral.
Los visitantes florales mas frecuentes registrados
confirman esta determinacion. Este sindrome floral
fue reportado para muchas otras especies del género
(Quiroz-Garcia et al., 2011; Rech & Absy, 2011;
Hawkins & Robacker, 2019; Barrios & Ramirez,
2020; Khan et al., 2021), con la excepcion de Vitex
lucens, de polinizacion ornitofila (Anderson, 2003).
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Tabla 2. Resultados del experimento de polinizacion controlada para la determinacion del sistema reproductivo en
Vitex cymosa. El tratamiento con asterisco difiere significativamente del resto (p < 0,0001).

Cantidad de flores tratadas

WM (cantidad de inflorescencias/cantidad de individuos) o (RITTS
Autopolinizacion espontanea 20 (3/3) 75
Geitonogamia manual 15(2/2) 80
Alogamia mediada por polinizadores 8(2/2) 88
Polinizacion natural 20 (3/3) 100
Apomixis 10 (2/2) 10 *

el

Fig. 8. Atractivos visuales de la flor de Vitex cymosa. A-C, coloracion y diferentes grados de saturacion de la corola en
el espectro visible; notese los pliegues convergentes hacia el centro de la flor (flechas). D, detalle del interior del tubo
corolino, con estrias violetas y macula blanca, bilobada y vilosa en la base del 16bulo medio inferior (flechas) (30x).
Figura en color en la version en linea http://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/1096/1296
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No obstante, en otras especies melitofilas, también se
registraron visitas de avispas y mariposas (Kumar et
al., 2017). Los estambres, adnatos por su base al labio
superior, y la disposicion de la cara dehiscente de las
anteras hacia el labio inferior, permiten el deposito
del polen en forma nototriba. El néctar remanente en
algunas flores después de la abscision de la corola
contribuiria a una mayor atraccion general a cada
planta: por un lado, a visitantes florales con funcion

e i ) ; i . . e m

\ -

Fig. 9. Visitantes florales de Vitex cymosa. A, Apis mellifera. B, Tetragonisca fiebrigi libando el néctar luego de la

polinizadora, como Tetragonisca fiebrigi; por otro,
a visitantes con una funciéon adicional, como las
avispas, que es probable que usen este recurso mas
accesible una vez abscisa la corola y busquen presas
tanto dentro como entre las flores; en este tltimo caso,
la disponibilidad del néctar sobre el ovario contenido
solo por el caliz funcionaria como un nectario post-
floral (Schmid, 1988 citado en Bernardello, 2007),
atractivo de predadores de insectos herbivoros.

&

abscision de la corola (derecha), que queda expuesto sobre el ovario (izquierda). C, 7. fiebrigi colectando polen. D,
Plebeia sp. colectando polen. E, Trigona sp. F, Polybia ignobilis. G, Polybia occidentalis. Figura en color en la version
en linea http://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/1096/1296
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Tabla 3. Visitantes florales y su actividad en las flores o inflorescencias.

Orden

Hymenoptera

Lepidoptera

Familia

Apidae (Apini)
Apidae (Bombini)
Apidae (Centridini)
Apidae (Meliponini)
Apidae (Meliponini)
Apidae (Meliponini)
Vespidae

Vespidae
Hesperiidae
Hesperiidae
Nymphalidae

DARWINIANA, nueva serie 11(1): 246-264. 2023

Contacto de anteras

Especie Actividad y estigma
Apis mellifera Legitima Si
Bombus sp. Legitima Si
Centris sp. Legitima Si
Plebeia sp. Legitima e ilegitima Si
Tetragonisca fiebrigi Legitima e ilegitima Si
Trigona sp. Legitima Si
Polybia ignobilis Legitima e ilegitima Si
Polybia occidentalis Legitima e ilegitima Si
Hesperiidae sp. 1 Legitima Si
Hesperiidae sp. 2 Legitima Si
Nymphalidae sp. 1 Legitima Si

El nectario de V. cymosa corresponde a un origen
ginoecial (Bernardello, 2007) y el néctar es liberado
a través de nectarostomas. Nectarios con ubicacion
similar (en la pared del ovario) y liberacion del
néctar a través de nectarostomas han sido descritos
en Vitex chinensis (Yufang et al., 2000), en especies
de otros géneros de la familia Lamiaceae, por ej., en
Mentha L. (Bonzani et al., 2011) y en otras familias
(citas en Nepi, 2007), tanto en nectarios florales con
distinta morfologia y origen, por ¢j. en el anular
receptacular de Passiflora (Durkee et al., 1981),
como en extraflorales, por ¢j., en la cara abaxial de
tépalos (Galetto & Bernardello, 1992). Generalmente
ocurren en forma agrupada, constituyendo “campos
de poros” (pore fields; Vogel, 1998), como en este
caso. Se ha mencionado que este tipo de estomas
raramente cierran (Davis & Gunning, 1992) y que
estan elevados sobre la epidermis s6lo en nectarios
activos (citas en Nepi, 2007); sin embargo, en este
trabajo se encontraron nectarostomas abiertos
y cerrados en un mismo oOrgano de un mismo
espécimen (por tanto, fijado en una misma instancia
de secrecion). En algunas especies se reportaron
estomas inmaduros cerrados durante la fase secretora,
y en otras se estimé que una proporcion del total de
estomas de un nectario es suficiente para liberar el
néctar producido (citas en Nepi, 2007); por lo que es
posible que no todos los nectarostomas observados
del nectario de V. cymosa fueran funcionales.

Los pliegues del limbo, incluido el pliegue entre
los dos hemilimbos del 16bulo mayor, conforman un
patron de guias radiales (visuales y tactiles) hacia
el centro de la flor, que, en conjunto con la macula
del labio inferior a la entrada del tubo, y las estrias
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longitudinales en éste, constituirian guias hacia el
néctar, acumulado sobre el ovario en la base del tubo.
La disposicion y coloracion de las anteras (agrupadas
en la entrada del tubo y contrastantes con el limbo),
también contribuirian a indicar el acceso al néctar.
Es probable que este patron visual se corresponda o
complemente con guias en el espectro UV.

Si bien los pelos glandulares de los filamentos
estaminales son mas cortos y con menos células
que los de la corola (tanto los del limbo como los
del tubo), tienen forma similar; es posible que todos
conformen osmoforos de tipo tricomético, liberando
los compuestos volatiles que producen el aroma
detectado en ambos ciclos.

Los resultados de los tratamientos del sistema
reproductivo indican que V. cymosa es autocompatible
en alto grado, comparando los porcentajes obtenidos
con los valores citados por Dafni (1992), y no
dependiente de polinizadores para la formacion
de frutos. Esto se deduce debido a la diferencia no
significativa entre los resultados de los tratamientos
de autopolinizacion espontanea y los tratamientos
de geitonogamia manual, alogamia medida por
polinizadores y polinizacion natural. A la vez, los
polinizadores pudieron contribuir a la polinizacion
cruzada o alogamia (ya sea geitonomia o xenogamia,
segun el habito de visita). La presencia de este sistema
reproductivo mixto (que fructifica exitosamente,
i.e., polinizacion natural = 100%) fue reportada en
otras especies del género (Kumar et al., 2017). La
leve hercogamia podria contribuir a la polinizacion
cruzada; si bien, al ser la separacion espacial corta,
también es posible que se deposite polen de la propia
flor (cuando ésta abre o con los movimientos del
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viento sobre la inflorescencia, acercando las anteras,
versatiles, y el estigma, como se observo en las flores
embolsadas de autopolinizacion espontanea, que
poseian polen depositado). Respecto al crecimiento
ovarico por apomixis, a pesar de que ocurrio en baja
frecuencia, como se han reportado sospechas de
este fenomeno en V. negundo (Large & Mabberley,
1995), es probable que sea frecuente en el género y
amerita estudios en mayor profundidad. Este modo
de reproduccion, aunque ha sido reportado en mas de
300 especies, predomina en 3 familias: Asteraceae,
Poaceae y Rosaceae (Pandey, 1997); no obstante,
es posible que esté subexplorado (Richards et al.,
1996); incluso, dentro de una misma especie, puede
variar en distintas etapas serales (Richards, 1996).
Entre los visitantes florales registrados, Apis
mellifera fue el mas frecuente y contacto los ciclos
reproductivos. Apis mellifera puede desempeiarse
como polinizador de muchas especies debido a que
se ha dispersado por todo el mundo y a su condicion
poliléctica y politropica. Es necesario tener en cuenta
que, si bien A. mellifera puede ser el visitante mas
frecuente respecto de los polinizadores nativos de
una especie dada (ej., Eynard & Galetto, 2002), no
siempre poliniza, y, aunque lo haga, no siempre es el
polinizador mas eficiente (ej., Baranzelli et al., 2020).
Esto se puede deber a un desajuste en los tamafios
relativos y fuerzas implicadas entre estas abejas y las
flores que visita (Amela Garcia & Hoc, 1997) o0 a la
transferencia de polen geitonogamico, especialmente
en especies autocompatibles, dada su constancia
de forrajero (Tautz, 2010). Estos efectos se han
observado no solo a nivel especifico, sino también
comunitario (Agiiero et al., 2018; Gualdoni Becerra
et al., 2021), tanto en plantas silvestres (Gualdoni
Becerra, 2022) como en cultivos (Garibaldi et al.,
2013; Monzén & Ruz, 2018). Si bien para muchos
cultivos extensivos, por la ventaja numérica frente a
polinizadores nativos, si es el mas eficiente (Abrol,
2012), es necesario estudiar y concluir al respecto
sobre cada caso en particular. En el caso de V. cymosa,
las numerosas visitas sucesivas a flores del mismo
individuo en cada ronda de visitas transferirian polen
geitonogamico que, en esta especie autocompatible,
contribuiria a la produccion de frutos, pero no al
intercambio genético. Es ampliamente conocido que
el intercambio genético (en el caso de las plantas,
mediado por un agente polinizador) contribuye a
la variabilidad y ésta a mayores probabilidades de

adaptacion; por lo tanto, a la permanencia de las
especies en ambientes cambiantes (Percival, 1965).
Esta posibilidad de recombinacion genética, y
consecuente variacion y capacidad de adaptacion,
adquiere mas relevancia en el contexto del cambio
climatico actual; ya se comprobd que afecta
diferentes rasgos funcionales, no sélo de las plantas,
como proporcion de sexos (Petry et al., 2016) y
época de floracion (Iler et al., 2013), sino también
de los polinizadores, como actividad estacional
(Stemkovski et al., 2020) y abundancia (Pardee et
al., 2022).

El resto de las especies de abejas también
polinizarian (en el caso de Plebeia sp. solamente
cuando visita legitimamente las flores; cuando
las visita ilegitimamente seria hurtador de polen).
Estas abejas, a pesar de tener un tamafio menor que
Apis mellifera, mediante sus movimientos durante
las visitas legitimas contactaban las estructuras
reproductivas. No obstante, dado que todas las
especies de abejas reportadas son sociales y suelen
visitar muchas flores de la misma planta, a excepcion
de Centris, estarian transfiriendo mayoritariamente
polen geitonogamico y no estarian contribuyendo
en gran medida a la polinizacion cruzada. También
serian polinizadores las avispas, que lograrian
acceder al néctar cuando gotas de éste se encuentran
esparcidas a lo largo y en la entrada del tubo, a
consecuencia de la orientacion de la flor (patente-
péndula), contactando asi los ciclos reproductivos
con el dorso de la cabeza). Kumar et al. (2017), en
V. negundo, también observaron visitas legitimas
de avispas (posandose sobre el labio inferior,
contactando los ciclos reproductivos con el dorso de
la parte anterior del cuerpo y accediendo al néctar).
Las mariposas podrian polinizar, como lo harian en
V. negundo, donde en forma equivalente visitan de
manera legitima (Kumar et al., 2017).

Mediante el presente trabajo se logrd describir
en detalle los atributos florales de Vitex cymosa,
determinar su sistema reproductivo y registrar
visitantes florales y su funcién en una localidad
dentro de su area de distribucion. En estudios
futuros, sobre la base del conocimiento de la biologia
floral aqui aportado, se prevé indagar en la anatomia,
histologia y funcionalidad post-floral del nectario asi
como en la presencia y eficiencia de los polinizadores
(eventualmente éstos y/u otros) en poblaciones de V.
cymosa en areas sin antropizacion.
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