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RESUMEN

Se determind la relacién entre calidad nutricional y defensa quimica foliar con los patrones de herbivoria
por insectos folivoros en Avicennia germinans. Se eligieron 15 individuos de 4. germinansy se midié el diametro
ala altura del pecho (DAP) como un estimador del tamafio. Se realizé un muestreo sistemitico-aleatorio en
los estratos del dosel: basal, medio y superior, se calcul6 el porcentaje del drea foliar perdida tomando una
fotografia digital de cada hoja y estimando el area foliar total y el area foliar removida. Se estimaron las
concentraciones de fenoles totales, flavonoides, taninos totales, galotaninos, proantocianidinas, agua 'y
carbohidratos. Se encontré variacién en los niveles de herbivoria (de 1.0 al 10.5%), defensa quimica y calidad
nutricional entre individuos de 4. germinans. Dentro del dosel, la herbivoria fue mayor en el estrato superior no
habiendo relacién con una mayor disponibilidad de agua o carbohidratos. Existe una relacién positiva entre la
concentracién de fenoles y flavoides con los niveles de herbivoria, lo cual sugiere que estos son compuestos de
defensa inducidos por la herbivoria. Por el contrario, se encontré una relacién negativa entre la concentraciéon
de galotaninos con los niveles de herbivoria, lo cual indica que estos son compuestos de defensa efectivos
contra los folivoros. Arboles mas grandes presentaron mayores niveles de herbivoria, lo cual puede ser
explicado por la presencia de mayores concentraciones de agua, fenoles y taninos. Arboles mas pequeiios
presentaron mayores concentraciones de galotaninos, los cuales son efectivos contra los herbivoros, individuos
mas pequefios son mejor defendidos quimicamente.

Palabras clave: Folivoria, Composicién quimica, Avicennia germinans.

ABSTRAC

We study the relationship between nutritional quality and foliar chemical defense with the herbivory
patterns of folivorous insects in Avicennia germinans. From 15 individuals, we measured the stem diameter at
breast height (DBH) as an estimator for plant size and randomly collected leaves at three canopy stratum (i.e.
top, intermedium and bottom). For each leaf, we calculated the percentage of removed area by folivorous using
digital images to estimate the total foliar area and the foliar area removed. We analysed the concentrations of
total phenols, flavonoids, total tannins, galotanins, proantocianidins, water and carbohydrates. Our result
shows individual variation in herbivory levels (from 1.0 to 10.5%), chemical defense and nutritional quality in
A. germinans. Between canopy stratums, the higher level of herbivory occurs at the upper stratum, but it is
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independent of leaf water or carbohydrates availability. Contrary to these results, there is a negative and
significant relationship between galotanins concentrations and herbivory levels, suggesting that this is an
effective defense component against folivory. Also our results suggest that smaller individuals were more
protected against herbivorous, because galotanins occur in higher concentrations in these individuals.

Key words: Folivory, Chemical composition, Avicennia germinans.

INTRODUCCION

Los manglares se encuentran en zonas de
transicion entre sistemas terrestres y marinos, se
consideran de los sistemas mas productivos y
diversos en el mundo debido a que el 80% de la
pesca marina mundial depende directa o indirec-
tamente de estos ecosistemas (Ming et al, 2007).
Son ambientes inundados de alta humedad con
presencia de una gran diversidad de microorga-
nismos e insectos herbivoros (Bandaranayake
2002). Al igual que en otros ecosistemas, las
comunidades de herbivoros consumen cantida-
des importantes de las plantas que los confor-
man. Los herbivoros de manglares son suma-
mente diversos, incluyen generalistas y especia-
listas a 6rganos y/o taxa de plantas hospederas
(Ellison y Farnsworth 2001). El papel de los
herbivoros en los ecosistemas es fundamental
debido a que afectan el crecimiento, el éxito
reproductivo y la capacidad fotosintética de las
plantas hospederas en bosques templados y tro-
picales (Karban y Strauss 1993, Rossi y Stiling
1998, Agren et al 1999, Lehtild y Strauss 1999,
Mothershead y Marquis 2000, Strauss et al
2001, Doyle et al 2002, Avila-Sakar et al 2003,
Baiiuelos y Obeso 2004, Parra-Tabla et al 2004).
Sin embargo, estudios recientes sugieren que la
importancia de estos herbivoros ha sido subesti-
mada (Lee 1999) y los factores que explican la
variacién en los patrones de herbivoria como la
estratificacion del dosel (Lowman 1985, Dial y
Roughgarden 1995, Coley y Barone 1996) y la
defensa y calidad nutricional de las plantas hos-
pederas han sido poco documentadas (Rhoades y
Cates 1976, Coley y Barone 1996, Strauss y
Agrawal 1999). Particularmente en manglares, la
relacion entre estos factores y la herbivoria son
poco conocidos (Ditzel y da Cunha 2004). Ro-
bertson y Duke (1987) reportan niveles de her-

bivoria de entre 0.3 y 35% en diferentes especies
de mangle en Australia. Mientras Fransworth y
Ellison (1991) reportan porcentajes entre 4.3 y
25.3% para Rhizophora mangle y del 7.7 al
36.1% para Avicennia germinans en Belice.
Robertson ef al (1992) encuentran que la pérdida
de drea foliar por insectos masticadores es su-
mamente variable incluso entre individuos de la
misma especie. Esta pérdida de drea fotosintética
altera el balance de carbohidratos, interfiere con
el consumo de agua y nutrientes y debilita la
estructura de la planta, reduciendo su potencial
reproductivo y afectando el crecimiento y la
supervivencia al incrementar la probabilidad de
muerte (Pinter y Kalman 1979, Reyes-de la Cruz
y Gaspar 2002).

Janzen (1974) sugiere que plantas en sitios
estresados contienen altas cantidades de taninos
(10-20% del peso seco) en las vacuolas de drga-
nos o tejidos particulares (i.e. corteza, madera,
hojas, frutos y/o raices) como defensa contra la
herbivorfa, debido a que la pérdida de hojas
representa un impacto ain mayor en la adecua-
cion de la planta que el estrés ambiental por si
mismo. Aunque muchas especies han evolucio-
nado mecanismos para contrarrestar o tolerar el
efecto de los taninos (Scalber 1991). Erickson et
al (2004) consideran que el contenido de nitré-
geno y fenoles afectan en diferentes vias los
patrones de herbivoria: (i) el nitrégeno como
indicador de la calidad nutricional de la hoja estd
asociado positivamente y (ii) los fenoles asocia-
dos negativamente con los niveles de herbivoria
por su tendencia a disminuir la palatabilidad,
digestion y absorcion de nutrientes. Sin embar-
go, Johnstone (1981), no encontrd ninguna rela-
cion entre el contenido de nitrégeno y la tasa de
consumo de los herbivoros en hojas de diferen-
tes especies de mangle en Nueva Guinea. De
Lacerda et al (1986) analizé los patrones de
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herbivoria y caracteristicas quimicas de las hojas
de mangle negro y blanco (Avicennia schaueria-
na Stapf and Leechman ex Moldenke y Laguncu-
laria racemosa (L.) Graetn. f) encontrando una
relacién negativa entre los niveles de herbivoria
y el contenido de cenizas, fibra y agua, mientras
que los carbohidratos y fenoles presentaron una
relacion positiva y ninguna relacién con el nitré-
geno. Farnsworth y Ellison (1991) tampoco
encuentran evidencia de que la herbivoria sea
estimulada por el contenido de nutrientes en
hojas de mangle negro en Belice, pero si una
mayor tasa de consumo en plantas con mayor
concentracién de fenoles. Por lo tanto, en man-
glares, los patrones de herbivoria son contradic-
torios en relacion a los atributos quimicos de sus
plantas hospederas. De este modo, en este traba-
jo se propuso determinar como es que los patro-
nes de herbivoria se relacionan con la calidad
nutricional y defensa quimica de las hojas del
mangle negro Avicennia germinans en La Man-
cha, Veracruz, México.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en la Reserva del Centro
de Investigaciones Costeras (CICOLMA) de La
Mancha, Veracruz, México ubicada en la parte
noreste de la Laguna La Mancha a 19° 39’ N y
96° 20° W. Presenta una precipitacién anual de
1300 mm, marcadamente estacional con lluvias
de junio a septiembre. El clima es cdlido subhu-
medo con influencia de ciclén y temperatura
media de 25.4°C (Mata-Infante y Baca-Plazaola
2002).

Patrones de herbivoria

Al final de la época de lluvias del 2007, se
muestrearon aleatoriamente 15 individuos de A.
germinans en toda la extension de la poblacidn.
Se midi6 el didmetro a la altura del pecho (DAP)
de cada individuo como un estimador del
tamafio. Para determinar el porcentaje de
herbivoria foliar en los distintos estratos del
dosel y en cada individuo, se realiz6 un
muestreo  sistemadtico-aleatorio en los tres
estratos del dosel: basal, medio y superior. En
cada estrato, se colectaron aleatoriamente 3
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ramas secundarias, de las cuales se eligieron al
azar 50 hojas por estrato (150 hojas por
individuo). Las hojas colectadas de cada estrato
se prensaron y se calculd el porcentaje de drea
foliar perdida tomando una fotografia digital de
cada hoja y estimando el drea foliar total y el
drea foliar removida por los insectos folivoros
utilizando el Software Sigma Scan Pro (Systat:
SPSS 1999).

Defensa quimica y herbivoria

Para determinar si los niveles de herbivoria
por diferentes insectos folivoros estdn relaciona-
dos con la defensa quimica, en las mismas ramas
seleccionadas para medir los niveles de herbivo-
rfa se colectaron 3 hojas por estrato (9 hojas por
individuo, 135 en total) y se estimaron las con-
centraciones de fenoles totales, flavonoides,
taninos totales, galotaninos y proantocianidinas
solubles mediante los siguientes métodos:

(1) Método de cuantificacion de fenoles totales:
se realizé la extraccion con etanol al 80%.
La muestra se centrifugé a 3000 rpm por 10
minutos y se conservé el sobrenadante. Un
ml de sobrenadante se adicion6 a 7 ml de
agua desionizada. El blanco para calibrar se
preparé agregando 1 ml de etanol en lugar
de muestra y se agité con vortex. Se agregd
0.5 ml de reactivo de Folin y Cicalteau (2.0
N, Sigma®). A los 8 minutos, se adiciond 1
ml de carbonato de sodio al 20%, y se agitd
nuevamente. Después de 1 hora (a partir de
los 30 minutos) se leyo la absorbancia a 760
nm. El compuesto estdndar usado fue el
dcido tdnico. La ecuacién obtenida mediante
la curva de calibracidén se utilizé para reali-
zar la transformacion a miligramos/gramo de
muestra. (Waterman y Mole 1994).

(ii) Método de cuantificacion de flavonoides
totales: Método de cuantificacion de flavo-
noides totales: se realiz la extraccion con
etanol al 80%. Una alicuota de volumen
conocido (0.5 ml) se afiadié a un tubo de
ensaye. Se afor6 la muestra a 5 ml con agua
destilada y se agregé 0.3 ml de NaNO2
(1:20). Después de 5 min se agregé 3 ml de
AICI3 (1:10 0 5%). 6 minutos después, se



afladi6 2 ml de NaOH 1M. La solucién se
mezcld en vortex y se leyd la absorbancia a
510 nm. (Abdullin ef al 2001); El contenido
de flavonoides totales se calculd a partir de
una curva estdndar de quercetina y se derivé
una ecuacion de regresion.

(iii) Método de difusion radial de taninos: se
cuantificaron taninos totales a partir de su
capacidad para precipitar protefnas como
medida de su actividad bioldgica. Las mues-
tras se extrajeron con nitrégeno liquido y
acetona acuosa al 70% (Hagerman 1987).
Para preparar 8 cajas petri (80 muestras) se
afiadié 1.0 g de agarosa (tipo I, bajo EEO,
punto del gel 36 °C, Sigma® a-6013) a 100
ml de buffer (Buffer acetato 0.05 M conte-
niendo 60 uM de dcido ascorbico pH 5.0) en
un matraz de 150 ml, se calent con agita-
cion constante hasta que la agarosa se disol-
vié. Cuando la solucion alcanzé los 45 °C,
se afiadi6 100 mg de ASB (Albumina de
Suero de bovino fraccién V en polvo, 96-
99% albimina, Sigma® a-3350) con agita-
cién y se disolvid sin permitir que la solu-
cion se enfriara. Se utilizé una pipeta serolo-
gica de 10.0 ml para dispensar 9.5 ml de la
solucién en cada caja petri, las cuales fueron
almacenadas a 4 °C. Se hicieron 10 hoyos
por plato, con un sacabocados (4.0 mm de
didmetro). Se utiliz6 una micropipeta para
aplicar 100 pl de muestra en los pozos, se
cubrieron los platos y se sellaron con para-
film. Se colocaron en la incubadora por 96
horas a 30 °C. Los platos se retiraron de la
incubadora y se agregd anilina al 1.2% en
K3PO4 para visualizar los anillos. Con un
Vernier se midi6 el didmetro del anillo for-
mado. El cuadrado del didmetro es propor-
cional a la concentracién de taninos en la
muestra. Se estandarizo con dcido tdnico
(Hagerman 1987).

(iv) Método de cuantificacion de galotaninos:
determinacién con rodanina. Es un método
basado en la reaccion del grupo funcional
del 4cido gdlico con la rodanina. Las mues-
tras son hidrolizadas con dcido sulfiirico
para liberar el dcido gdlico presente en la

Patrones de herbivoria en Avicennia germinans

planta en forma de éster. La extraccion se
realizo con acetona acuosa al 70%, se coloco
1 ml de extracto en 1 ml de H2SO4 1M en
un tubo de vidrio de cultivo con tapa de
rosca de teflon (volumen de 2 ml). El tubo se
tapd y la hidrdlisis se llevé a cabo por 4 hrs.
a 100 °C. Después los tubos se abrieron y se
tom6 0.1 ml de hidrolizado y se diluyé a 1
ml con agua destilada. En un tubo de ensaye
se afladié 0.3 ml de rodanina metandlica al
0.667% a 0.2 ml de la muestra. Después de
5 minutos, se afiadié 0.2 ml de KOH 0.5 M
después de 2.5 minutos la mezcla se diluy6 a
3 ml con agua destilada. Después de 5 a 10
minutos se ley6 la absorbancia a 520 nm. Se
estandarizé con dcido gdlico (Inoue y Ha-
german 1988).

(v) Método para la cuantificacion de proanto-
cianidinas (pas): Se utilizé una modificacién
del método de dcido/butanol para cuantificar
taninos condensados. Este método emplea
polivinilpirrolidina para evitar la interferen-
cia de la clorofila en la absorbancia de las
muestras (Watterson y Butler 1983).

Calidad nutricional de hojas

Para determinar si el contenido nutricional de
las hojas de A. germinans estd relacionado con
los niveles de herbivoria y defensa quimica, se
colectaron 3 hojas por estrato (9 hojas por indi-
viduo, 135 en total) y se estimaron las concen-
traciones de carbohidratos y agua utilizando los
siguientes métodos: (i) Método de cuantificacion
de carbohidratos no estructurales (extraccion de
aziicares simples). Las hojas se secaron en estufa
a 40 °C. Se utilizé etanol al 80% para la extrac-
cion. Con una pipeta calibrada se preparé un
blanco con 2 ml de agua desionizada. Las mues-
tras se prepararon afiadiendo 1 ml de la muestra
y 1 ml de agua en un tubo de ensaye. Se adicio-
n6 50 ul de fenol al 80% a cada tubo. Se mezcld
en vortex por 5 segundos y se adiciond 2 ml de
H2S04 al 80% mezclando en vortex 20 seg. Las
muestras se leyeron a 487 nm. El contenido
azucares simples se calcul6 a partir de una curva
estandar de glucosa (Marquis R. J et al 1997).
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FIGURA 1. a) Variacion individual en los niveles de area foliar removida por insectos folivoros en 4. germinans. b) Diferencias en
los niveles de herbivoria entre estratos del dosel. Letras distintas indican las medias estadisticamente diferentes segiin Tukey-

Kramer (P< 0.05).

RESULTADOS

Patrones de herbivoria

En relacion al porcentaje de drea foliar remo-
vida por insectos folivoros, se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas entre
individuos de A. germinans (F=4.3; gl.=14; P <
0.0001), siendo en promedio el 3.5% de drea
foliar consumida por cada hoja dentro de indivi-
duos (FIGURA 1a). Del mismo modo, en los estra-
tos del dosel se encontrd variacién en los niveles
de consumo de drea foliar (F=4.9; g1l=2; P <
0.007), siendo mayores en el estrato superior
segin la prueba de Tukey-Kramer (P< 0.05)
(FIGURA 1b).

Al analizar el efecto del tamafio de las plantas
hospederas, se encontré que plantas mds grandes
tuvieron mayores niveles de herbivoria (F= 8.8;
R2= 45%; P= 0.01), mientras que plantas mds
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pequefias tuvieron mayores concentraciones de
galotaninos (F=4.9; R2= 38%; P=0.03)

Defensa quimica y herbivoria

Los andlisis quimicos indican diferencias
significativas entre individuos en las concentra-
ciones de fenoles totales (F= 2.5; g.l.= 14; P<
0.003); taninos totales (F= 1.8; g.l.= 14; P<
0.03); flavonoides (F= 2.8; g.1.= 14; P< 0.001) y
galotaninos (F= 2.09; g.1.= 14; P< 0.0172). Por
el contrario, no se encontraron diferencias en las
concentraciones de proantocianidinas solubles
(F= 1.3; g.l.= 14; P= 0.2). Con respecto a los
estratos del dosel solo se encontré variacion en
la concentracién de fenoles siendo mayor en el
estrato superior (F=3.4; g.1.= 2; P< 0.03).

Se encontrd una relacién positiva entre la
concentracion de fenoles totales(F= 4.9; R2=
25.7%; P= 0.03) y flavonoides (F=5.0; R2=
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FIGURA 2. a) Relacion entre el area foliar removida por insectos folivoros y la concentracion de fenoles totales. b) Relacion entre

los niveles de herbivoria y la concentracion de flavonoides.
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FIGURA 3. Relacion entre el area foliar removida por insectos
folivoros y la concentracion de galotaninos.

25%; P= 0.04) con los niveles de herbivoria
(FIGURA 2). Por el contrario, existe una relacion
negativa entre la concentraciéon de galotaninos
con los niveles de herbivoria (F= 4.9; R2= 35%;
P=0.03) FIGURA 3.

Calidad nutricional y herbivoria

Los andlisis de calidad nutricional en hojas
de A. germinans muestran que existe variacién
entre individuos en la concentracién de carbohi-
dratos no estructurales (F=10.9; g.l= 14; P=<
0.0001). Sin embargo, no se encontraron dife-
rencias entre estratos del dosel en la concentra-
cion de estos carbohidratos totales (F=0.5; g.l.=
2; P= 0.6). Similarmente, el contenido de agua
varia entre individuos (F=7.0; gl= 14; P<
0.0001) y entre estratos del dosel siendo mayo-
res en los estratos medios y bajos (F=10.9; g.1.=
2; P< 0.0001). Adicionalmente, se encontré una
relacién positiva entre la cantidad de agua en
hojas y los niveles de herbivoria (F=5.8; R2=
30.9%; P=0.03).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Para entender el impacto de los insectos foli-
voros sobre sus plantas hospederas es necesario
documentar la variacién en la cantidad de dafio
foliar causado por estos insectos (Marquis
1991). Nuestro estudio indica que existe varia-
cién natural en los niveles de herbivoria por
insectos folivoros entre los individuos de Avi-
cennia germinans en la poblacién de la Mancha,
Veracruz, México. Estos niveles de consumo
foliar van desde el 1.0 al 10.5% y el promedio de
drea foliar consumida fue de 3.5%. Estos niveles
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de herbivoria son menores que los encontrados
para otras especies de mangles e incluso para
poblaciones de A. germinans en Belice (i.e. 7.7
al 36.1%) (Robertson y Duke 1987, Fransworth
y Ellison 1991). Los bajos niveles de herbivoria
encontrados en nuestro estudio pueden ser expli-
cados por los patrones de defensa quimica foliar
de A. germinans. Diversos estudios han sugerido
que compuestos fendlicos como taninos totales,
flavonoides y galotaninos estdn asociados a de-
fensa vegetal contra insectos herbivoros (Hunter
y Schultz 1995, Erickson et al 2004, Forkner et
al 2004, Rossi et al 2004). En este trabajo, la
reduccion en los niveles de herbivoria puede
estar asociada a una mayor concentracién de
galotaninos foliares. Del mismo modo, los indi-
viduos de menor tamafio y que presentaron me-
nos niveles de consumo foliar tuvieron mayores
concentraciones de galotaninos. Ademds, el
incremento en la concentracion de fenoles y
flavonoides conforme aumentan los niveles de
herbivorfa, sugieren que estos son compuestos
inducidos como resultado de la herbivoria y al
mismo tiempo mecanismos efectivos contra los
herbivoros. La resistencia inducida se refiere a la
produccién de nuevos metabolitos secundarios
como respuesta al daflo mecdnico de alguna
parte de la planta o por el ataque de herbivoros y
patégenos (Agrawal 1999, Agrawal et al 1999,
McCall y Karban 2006). Los cambios quimicos
inducidos pueden ser en diferentes escalas: tem-
porales y espaciales, algunos ocurren rdpidamen-
te y otros a largo plazo (Hartley y Lawton 1991)
y la induccién puede ser sistémica o local (Kar-
ban y Baldwin 1997). Por lo tanto, podemos
concluir que los bajos niveles de herbivoria en-
contrados en A. germinans pueden ser explica-
dos por la concentracién de compuestos quimi-
cos asociados a defensa vegetal como los fenoles
totales, flavonoides y galotaninos.

En relacién a los niveles de herbivorfa en los
estrados del dosel, se encontré que hojas del
estrato superior presentaron mayores niveles de
herbivorfa y menores concentraciones de com-
puestos nutricionales. Por lo tanto, la calidad
nutricional no explica los niveles de consumo
foliar en A. germinans. La estratificacion del
dosel es uno de los factores que se han relacio-
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nado con las diferencias en los niveles de folivo-
ria y resistencia a la herbivoria de drboles tropi-
cales, ya que representan para los herbivoros una
gran diversidad de microambientes potenciales
que pueden colonizar y afectar sus preferencias
alimenticias (Kursar y Coley 2003). EI patrén
general muestra que las hojas expuestas al sol
sufren un menor dafio que las hojas de los estra-
tos mds bajos (Lowman 1985). Sin embargo,
algunos estudios han mostrado que los estratos
superiores representan sitios de menores presio-
nes de seleccién por parte de los depredadores
(Basset 2001). Por lo tanto, es probable que los
estratos superiores del dosel puedan representar
espacios libres de enemigos naturales (e.g. para-
sitoides) para insectos folivoros.

Diversos estudios han demostrado que por-
centajes bajos de remocion foliar pueden tener
un efecto negativo sobre el crecimiento y la
reproduccién de las plantas (Houle 1999, Krup-
nick et al 2000, Doyle et al 2002, Bafiuelos y
Obeso 2004). En este trabajo no se evalud el
efecto de la folivorfa sobre el crecimiento y el
éxito reproductivo de Avicennia germinans, pero
es probable que la folivoria encontrada en esta
especie tenga algun efecto negativo sobre algiin
componente del crecimiento o la reproduccién
ya que el porcentaje promedio de drea foliar
consumida por folivoros es considerablemente
mayor que en otras especies tropicales (Coley y
Barone 1996). Finalmente, podemos concluir
que los patrones de herbivoria por insectos foli-
voros en Avicennia germinans son afectados por
la defensa quimica mds que por la calidad nutri-
cional foliar.
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