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Impacto de la herbivoria de larvas de Junonia genoveva
(Cramer, 1780) (Lepidoptera: Nymphalidae) sobre las
plantulas de Avicennia germinans L. (Lamiales:
Acanthaceae) en la Bahia de Panama.

Alonso Santos M."%7 Carlos Ramos34,
Jeancarlos Abrego L."2°, José A. Ramirez®,
Yorlene Osorio S." & Carlos Vargas'.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo es dar a conocer el impacto que tienen las larvas
de la mariposa Junonia genoveva (Cramer, 1780) (Lepidoptera: Nymphalidae)
sobre las plantulas del mangle negro Avicennia germinans L. Se realizaron
observaciones ecolodgicas durante doce meses (mayo 2017- mayo 2018) a lo
largo de cinco transectos dentro de los reductos de bosque de manglar en el
area de Juan Diaz de la Bahia de Panama, para determinar los insectos
causantes de los danos a los manglares. A partir de dichas observaciones, se
determind que las larvas de J. genoveva son el principal herbivoro en las
plantulas del mangle A. germinans. La identificacion a nivel de especie de la
mariposa J. genoveva se realizd utilizando caracteres morfoldgicos vy
secuencias del gen COIl, que fueron comparadas con informacién disponible en
el codigo de barras de para la identificacion universal de especies (BOLD) y
gen Bank.
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En cada sitio donde se encontraban las larvas de J. genoveva se establecieron
cuadrantes 2x2 m? para colectar las plantulas que presentaban herbivoria y
determinar el alcance del dano ocasionado por las larvas. Se colectaron un
total de 148 larvas de J. genoveva y 650 plantulas de A. germinans,
obteniendo un total de 1840 hojas (920 consumidas y 920 sanas). Se observo
mayor niumero de larvas entre los meses de agosto a noviembre, siendo el mes
de septiembre el mas alto con 46 individuos.

Este aumento coincide con el periodo de germinacion de las semillas de A.
germinans. Los analisis por medio de diagramas de cajas nos indican que no
existe una diferencia significativa entre las medias de area foliar afectada y
las sanas, llegando a la conclusion que las larvas de Junonia genoveva no
ocasionan grandes danos a las plantulas del mangle A. germinans, lo que
sugiere que las perturbaciones observadas en el manglar de la Bahia de
Panama no se deben a un insecto herbivoro si no a otros factores muy
probablemente de origen antropogénicos.

PALABRAS CLAVES: Herbivoria, manglares, larvas, manglar negro, Panama.

ABSTRACT

Impact of herbivory larvae Junonia genoveva (Cramer, 1780) (Lepidoptera:
Nymphalidae) on the seedlings of mangrove Avicennia germinans L. (Lamiales:
Acanthaceae) in Panama Bay.

The aim of this work is to know the impact that Junonia genoveva (Cramer, 1780)
(Lepidoptera: Nymphalidae) larvae has on the black mangrove seedlings Avicennia
germinans L. ecological observations were made during twelve months (may 2017 -
may 2018) along five transects within the mangrove forest fragments in the Juan Diaz
area of Panama bay, we do this to do determine the damage caused by insects in the
mangroves seedlings. From observations the J. genoveva larvae was determined as
the main herbivore in the A. germinans seedlings. Species-level identification of the
J. genoveva was made using morphological characters and sequences, that were
compared with available information in (bold) and gen Bank. in each site where the
larvae of J. genoveva was found, 2x2 m? quadrants were established to collect
seedlings that present herbivory and determine to extent of the damage caused by
the larvae. A total of 148 larvae of J. genoveva and 650 seedlings of A. germinans
were collected giving 1840 leaves in total (920 damaged and 920 healthy). Between
august and november the largest number of larvae was observed, september is the
month with the highest with 46 individuals. This increase coincides with the A.
germinans seeds germination period. The statistical analyzes indicate that there is no
significant difference between damaged leaves and healthy leaves. in conclusion the
J. genoveva larvae does not cause great damage to the mangrove A. germinans
seedlings, wich suggests that the disturbances observed in the mangrove of Panama
bay are not due to an herbivorous insect, but to other factors most likely of
anthropogenic origin.

KEY WORDS: Herbivore, Mangrove, Larvae, Black mangrove, Panama.
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INTRODUCCION

Los manglares ocupan regiones tropicales y subtropicales alrededor del
mundo, en un rango latitudinal comprendido entre los 32° N y 38° S, esta
distribucion se debe a su sensibilidad a las bajas temperaturas, la salinidad del
suelo también juega un papel importante en la distribucion de diferentes
especies en los habitats de manglar. Actualmente, los géneros con mayor
distribucion son Rhizophora y Avicennia, (Rico-Gray, 1993; Duke, 1995;
Graham, 1995).

En el continente americano los manglares se distribuyen en el Pacifico desde
Baja California hasta Peru y en el Atlantico entre Florida y Brasil (Rico-Gray,
1993). En Centro América los manglares ocupan aproximadamente 650000 ha
(Groombridge, 1992) formando bandas estrechas a lo largo de la costa plana
del Atlantico, donde la amplitud mareal es relativamente baja (<0.9 m), y por
lo general el manglar penetra al continente varios metros a lo largo de los
rios. En el Pacifico, la amplitud mareal es mayor, por lo cual penetran tierra
adentro en grandes extensiones (West, 1956). Estas franjas de manglar estan
constituidos por diez especies, que pertenecen a seis géneros, Rhizophora,
Avicennia, Laguncularia, Pelliciera, Conocarpus y Mora. Dentro del género
Rhizophora, se han identificado tres especies, R. mangle, R. racemosa y el
hibrido putativo entre estas dos especies R. harrisonii. En el género Avicennia,
tres especies A. germinans, distribuida en el Atlantico y en el Pacifico,
mientras que A. bicolor y A. tonduzii, ocurren Unicamente en la costa Pacifica
de Centro América (Duke, 1995).

Los manglares son ecosistemas altamente productivos, pues se considera que
exportan materia y energia a ecosistemas adyacentes. La importancia de estos
ecosistemas radica en que albergan gran diversidad de microorganismos e
invertebrados en sus sedimentos y son lugar de cria, refugio y zona de
alimentacion de peces, moluscos, tunicados, poliquetos, algas, crustaceos y
aves. De estos ecosistemas dependen diferentes especies de peces para su
desarrollo y maduracion, asi como muchas especies de camarones de
importancia comercial que pasan parte de su estado juvenil dentro del
manglar. Los manglares estan sujetos a disturbios naturales ocasionados por
agentes bioticos y abioticos (Holguin, et. al., 2001; Sanchez, et. al., 2000).
Algunos factores abioticos como las actividades humanas (la alteracion de
flujos  hidricos, turismo, construcciones civiles, contaminacion vy
sobreexplotacion) han causado un estado critico en los manglares alrededor
del mundo (Sanchez, et. al., 2000).

Uno de los factores bidticos que esta fuertemente asociado al manglar es la
herbivoria.
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Estos herbivoros constituyen organismos reguladores de la productividad
primaria, que ejercen un papel fundamental en las interacciones troficas y en
el ciclaje de nutrientes de los bosques de manglar (Feller, 2002).

En Panama, no se han realizados investigaciones sobre asociaciones bioldgicas
y ecoldgicas entre las especies de mangles y los insectos que ocupan este
habitat, es por esto que este trabajo tiene como objetivo determinar el
impacto de las larvas de la mariposa Junonia genoveva (Cramer, 1780) sobre
las plantulas de Avicennia germinans L.

METODOLOGIA

Se realizaron observaciones bioldgicas y ecoldgicas durante 12 meses (mayo
2017- mayo 2018) con dos giras por mes, en cinco transeptos lineales
perpendiculares a la linea costera. Cada transepto constaba de
aproximadamente 250 metros de largo dentro de los manglares de la Bahia de
Panama, Juan Diaz, Panama en las coordenadas latitud 9° 0" 51.32 N; longitud
79° 27" 34. 10.72 O (Fig. 1).

Panama3, Provincia de
Panama, Juan Diaz, sitio La
Torre
Latitud 9°0° 51.32 N
Longitud 79° 27" 34.10.72 O

Google Earth

Google Eartt

ra 1: Area de estudio, Bahia de Paamé, Juan Diaz, sitio La Torre.

1970

u

Fig

Las observaciones se realizaron con la finalidad de determinar las especies
pertenecientes a la Clase Insecta que generaban danos y perturbaciones en los
manglares. A partir de las observaciones en campo se evidencié herbivoria por
parte de larvas de J. genoveva sobre Avicennia germinans. Se utilizaron las
caracteristicas morfoldgicas conjuntamente con el cddigo de barra de ADN
para la identificacion a nivel de especie. Adicionalmente se procedié a la
identificacidn de los diferentes estadios larvarios asociados a la herbivoria de
A. germinans.
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El ADN para la amplificacion de un fragmento de citocromo oxidasa C
subunidad | se extrajo utilizando el kit de extraccion E.Z.N.A. Tissue DNA Kit
de OMEGA Bio-tek de acuerdo al procedimiento descrito por el fabricante
(Omega Bio-tek Inc. Norcross, GA, USA).

La amplificacion de un fragmento de aproximadamente 700 bp de la region
5 del gen citocromo oxidasa C se realizd utilizando los cebadores HC02198 y
LCO1490 previamente descritos por Folmer y colaboradores (1994).

Las condiciones de amplificacion fueron 95°C, 1 min, seguido de 35 ciclos a
95°C 1 min, 50°C 1 min, 72°C 30 s y una extensioén final de 72°C 7 min. La
amplificacion se llevo a cabo en un termociclador BIO-RAD T100.

El producto de amplificacion fue evidenciado mediante tincion con GelRed y
electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE IX.

El fragmento amplificado fue enviado a secuenciar a la compania Psomagen,
Inc. Maryland, USA. Cada fragmento fue secuenciado en ambas direcciones y
las secuencias generadas fueron alineadas y editadas utilizando el programa
SEQUENCHER 5.0.

Las secuencias editadas fueron comparadas con la base de datos de BARCODE
OF LIFE DATA SYSTEM (www.boldsystems.org/index.php/IDS_OpenldEngine)
con la finalidad de obtener la identificacion a nivel de especie.

Para determinar el impacto de la herbivoria de las larvas de J. genoveva sobre
las plantulas de Avicennia germinans (mangle negro); se establecieron
cuadrantes de aproximadamente de 2x2 m? dentro de los transeptos, en cada
sitio donde se encontraban las larvas de J. genoveva. Luego se colectaron las
plantulas que presentaban herbivoria, buscando determinar el alcance del
dano ocasionado por las larvas; de igual manera, se colectaron plantulas que
no presentaban danos en sus hojas para realizar una comparacién (areas en
cm?) con las hojas de las plantulas con herbivoria.

Para la digitalizacion de las hojas (sanas y con herbivoria) se fotografiaron las
hojas con un testigo métrico o una regla; utilizando una camara digital COLPIX
360. Las imagenes fueron transferidas a la computadora y codificadas.
Utilizando el programa ImageJ 2.0 (Fig. 2A, B), el area foliar de cada una de
las hojas fue medida y tabulada en un documento de Excel.

Se utilizd el programa estadistico PAST 3.0 para realizar una prueba de
normalidad y el programa Excel para un test de homogeneidad de varianza, y
determinar que analisis se utilizaria para medir la diferencia de las areas
entre las hojas sanas y las herborizadas. Con soporte de Past 3.0, se realizo
una prueba de Mann-Whitney para medir la diferencia de las varianzas de las
areas de las hojas sanas y las hojas herborizadas.
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Figura 2: 2A: Medicion de hojas de A. germinans sana. 2B: Medicion de hojas
de A. germinans consumidas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las observaciones bioldgicas y ecologicas realizadas a lo largo del ano de
muestreo evidenciaron la presencia de adultos (Fig. 3) y larvas de Junonia
genoveva asociadas al mangle Avicennia germinans. Siendo esta especie
registrada como la que ocasionaba la mayor herbivoria sobre cotiledones de
plantulas y las hojas A. germinans. Un total de 148 larvas de J. genoveva (Fig.
4, 5, 6), 650 plantulas de A. germinans de las cuales se obtuvieron 1.840 hojas
(920 consumidas y 920 sanas) (Fig. 7) fueron colectadas a lo largo de cinco
transectos durante los meses de visita a campo. Los valores que se encuentran
en la parte superior de las barras representan el promedio de areas foliar
consumida versus el area foliar intacta de las hojas sana.

Todas las larvas de J. genoveva se alimentaban de hojas y/o cotiledones de A.
germinans (Fig. 4, 5, 6, 10). Se observo la mayor cantidad de larvas entre los
meses de agosto y noviembre, siendo el mes de septiembre con 46 larvas el
que presento mayor numero de individuos. Este aumento de larvas coincide
con el periodo de germinacion de las semillas de A. germinans L. (Fig. 10).
También, se observd pupas en campo y al mismo tiempo se obtenian pupas en
laboratorio (Fig. 11A, B, C).

La figura 9 indican que no existe una diferencia entre las medias de area foliar
entre las hojas con herbivoria (caja A) y las hojas sanas (caja B); llegando a la
conclusion de que la herbivoria causada por los estadios inmaduros (larvas) de
la mariposa J. genoveva Cramer, 1780 no ocasionan danos considerables sobre
las plantulas de A. germinans (Fig. 10).

En la figura 13A se observa que las secuencias de nuestros especimenes tienen
100% de identidad con secuencias de J. genoveva. Estos resultados se
corresponden con la identificacion mediante caracteres morfoldgicos.

Se presenta en la figura 13A la secuencia del producto de PCR amplificado con
los cebadores universales para COIl descritos por Folmer et al., (1994). Abajo,
se muestra el resultado de la secuencia con la base de datos de BOLD. Junonia
genoveva donde existen dos Bin para la misma especie: BOLD:AAA5787;
BOLD:AAA5788

En la figura 13B se presenta los resultados de la secuencia con la base de
datos de BOLD. Junonia genoveva donde existen dos Bin para la misma
especie: BOLD:AAA5787.
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Figura 3: Mariposa Junonia genoveva cerca de los bosques de mangle en la
Bahia de Panama.

Figura 4: Larva estadio IV de J. genoveva, alimentandose de hoja A.
germinans.
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Figura 6: Larva estadio IV de J. genoveva, alimentandose de los cotiledones
de A. germinans.
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Promedio de hojas consumidas VS hojas sanas
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Promedio area foliar

Hojas consumidas Hojas sanas

Figura 7: Promedio del area foliar consumida por las larvas y las hojas sanas
sin herbivoria (valor en la parte superior de las barras).
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Figura 8: Cantidad de larvas de J. genoveva alimentandose de A. germinans
en los 12 meses de muestreos (2017-2018).
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Figura 9: Representacion entre las medias en cm, de las mediciones entre el
area foliar de las hojas con herbivoria (caja A) y las hojas sanas (caja B).
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Figura 10: Herbivoria de J. genoveva, sobre las plantulas de A. germinans.
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Figuré\ 11: 11A. Pupa en campo de J. genoveva, sobre hoja de la plantula de
A. germinans; 11B. Prepupa en laboratorio de J. genoveva, sobre tallo de la
plantula de A. germinans.
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Figura 11: 11C. Pupa en laboratorio de J. genoveva, sobre tallo de la plantula
de A. germinans.
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Figura 12: 12A. Vista dorsal de J. genoveva recién eclosionada. 12B. Vista
latera de J. genoveva criada en laboratorio.
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>171214-16_G02_Je20_LCO1490.ab1 628
TGGATTTGAGCAGGTATAGTAGGAACTTCATTAAGTTTATTAATTCGAACTGAATTAG
GAAACCCAGGATCTTAATTGGAGATGATCAAATTTATAATACTATTGTTACAGCTCAT
GCCTTTATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTATAATAGGAGGATTTGGTAATTG
ATTAGTACCTCTTATATTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAATAATATAA
GTTTTTGACTTCTACCCCCATCATTAGTATTATTAATTTCTAGTAGAATTGTAGAAAAT
GGAGCAGGAACAGGATGAACAGTGTACCCCCCACTTTCATCTAATATTGCCCATGGAG
GATCTTCAGTTGATTTAGCAATTTTCTCGCTTCACTTAGCAGGAATTTCTTCTATTTTA
GGAGCTATTAATTTTATTACAACAATTATTAATATACGTGTAAATGGTATATCTTTTGA
TCAAATACCTTTATTTGTTTGAGCAGTAGGAATTACAGCATTATTATTAGTTCTTTCAT
TACCAGTATTAGCAGGAGCTATTACTATACTTTTAACAGATCGAAATATTAACACATCA
TTTTTTGATCCAGCTGGTGGAGGAGATCCAATTTTATATCA

Figura 13A: La secuencia de J. genoveva del producto de PCR amplificado con
los cebadores universales para COIl descritos por Folmer et al., (1994).

BOLDSYSTEMS
IDENTIFICATION ENGINE: RESULTS

Results Summary & Download

Query ID BestID Search DB Tree Top % Graph Low %

Query: 171214-16_G02_Je20_LCO1490.ab1 672
Top Hit: Arthropoda Insecta - Lepidoptera - Junonia genoveva (100%)

Figura 13B: Resultados de la Identificacion mediante cédigo de barra de ADN.
Arriba se presenta la secuencia del producto de PCR amplificado con los
cebadores universales para COI descritos por Folmer et al., (1994). Abajo, el
resultado de la comparacion de la secuencia con la base de datos de BOLD.

En los resultados de la secuencia BOLD aparecen tres especies muy
relacionadas a J. genoveva; como es Junonia evarete (Cramer, 1779) y
Junonia coenia Hibner, 1822; pero por distribucion, caracteristicas del sitio
donde habitan cada una de las otras dos especies y por previas secuencias de
individuos de estas especies, nos inclinamos con certeza que es Junonia
genoveva.
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En estudios futuros hay que tomar en cuenta la existencia de hibridacién entre
las especies de Junonia spp. que se encuentran en la region. El estudio
realizado por Lalonde and Marcus (2018) es muy importante para esclarecer
las identidades reales de las especies que coexisten en una region, cuando sus
caracteres morfologicos son muy similares, o, si incluso, sus larvas tienen los
mismos grupos de plantas hospederas.

Estudios similares de herbivoria con las mismas especies de plantas o insectos,
utilizados en esta investigacion y en latitudes cercanas a la nuestra como en
Colombia, muestran que la regeneracion en los manglares fue lenta, lo que
puede deberse en parte a las larvas de la mariposa Junonia genoveva (Cramer,
1780) (Lepidoptera: Nymphalidae) que defoliaban las plantulas de Avicennia
germinans. Tanto los adultos (mariposas) como los estadios inmaduros (larvas)
de J. genoveva son abundantes durante la estacion lluviosa; que coincide con
la época de mayor produccion de frutos en A. germinans. Durante la estacion
seca, el herbivoro J. genoveva en su estadio larvario casi desaparece (Sanchez
P., H., et, al. 2000); estos mismos patrones de actividad fueron observados en
nuestro estudio.

Las larvas se alimentan exclusivamente de propagulos de A. germinans,
plantulas jovenes y retonos. Preferian plantulas juveniles a plantas adultas.
No se alimentaban de las hojas de los arboles, esto puede deberse al alto
valor nutritivo de los cotiledones, y las hojas nuevas y tiernas. De acuerdo con
Choong (1996) el envejecimiento de las hojas en las plantas disminuye el
contenido de nutrientes significativamente.

Estos resultados coinciden con los presentes, del manglar de la Bahia de
Panama, donde se observo el mismo ciclo anual y comportamiento de las
larvas de J. genoveva. Ademas, se observé un mayor ataque a plantulas que se
encontraban en sitios abiertos y altamente contaminados con desperdicios,
que a aquellas plantulas que se encontraban en sitios cerrados por el dosel del
bosque del manglar. Esto afecta la dinamica del manglar, ya que la
regeneracion de los arboles de A. germinans es mas lenta donde hay ataque
por herbivoria de las larvas de J. genoveva.

También hay que mencionar que es un fendmeno normal en las dinamicas de
los bosques, el problema se ve agravado cuando los bosques se encuentran
presionados por otros factores externos que no son parte de la dinamica de
este, como los inducidos por la contaminacién con desperdicios organicos,
quimicos y el aislamiento de los bosques en pequeios fragmentos discontinuos
que no permiten que se dé con regularidad las actividades naturales.

El analisis estadistico no mostré diferencias estadisticas significativas para el

porcentaje de area foliar entre las plantulas que presentaban dafos en sus
laminas y las que no presentaban danos de herbivoria.
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La prueba de U de Mann-Whitney con un intervalo de confianza del 95% (p=
0.05) para comparar las varianzas del area de las hojas sanas y hojas
afectadas, con una media de 4.54 cm? para las hojas afectadas y 6.00 cm? para
las hojas sanas; para esta prueba se obtuvo una p de 1.706E-06 (Fig. 7y 9),, lo
cual nos indica que no hay suficiente evidencia como para decir que existe
una diferencia significativa entre las varianzas de las areas de las hojas sanas
y afectadas. De este modo, podemos decir que las larvas de J. genoveva no
estan causando un dano significativo a las hojas de las plantulas de A.
germinans, sino que es un fendomeno completamente normal en la dinamica de
los bosques.
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