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Caracterizacion quimica de arbustos patagénicos con
diferente preferencia por parte de los herbivoros
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REsuMEN. En el sudoeste de Chubut (Patagonia, Argentina), los arbustos proporcionan los sitios
seguros para la instalacion de plantulas de la mayoria de las especies de la comunidad. Las
distintas especies arbustivas estdn sometidas a diferentes presiones de pastoreo ovino. Por lo
tanto, el conocimiento de los mecanismos de respuesta de cada una de ellas ante ese disturbio es
esencial para el disefio de sistemas sustentables de manejo pastoril de esos ecosistemas. En este
trabajo se pusieron a prueba dos hipoétesis referidas a las respuestas adaptativas y plésticas al
pastoreo de los tres arbustos dominantes en la comunidad (Adesmia campestris, Mulinum spinosum
y Senecio filaginoides). Para ello, se analiz6 la composicién quimica de dichas especies, bajo dos
presiones de pastoreo, mediante la extracciéon secuencial de tres grupos de metabolitos
secundarios carbonados (MSC): aceites, fenoles y compuestos hidrocarbonados. Se encontré (1)
que la especie menos preferida por los herbivoros (Senecio filaginoides) tuvo mayor contenido de
las tres fracciones de MSC que las otras (respuesta adaptativa), y (2) que solo en Senecio filaginoides
el contenido total de MSC, y en particular el de aceites y compuestos hidrocarbonados, aumenté
en funcién del pastoreo (respuesta pldstica). La ausencia de respuesta pléstica en términos de
produccion de MSC observada en las otras especies, podria estar asociada a la presencia de
defensas fisicas (espinas).

[Palabras clave: Metabolitos secundarios, Herbivoria, Adesmia campestris, Mulinum spinosum,
Senecio filaginoides]

ABssTRACT. Chemical characterization of Patagonian shrubs with different herbivore preference:
In southwestern Chubut (Patagonia, Argentina), shrubs provide safe sites for the recruitment of
almost all the species of the community. As different shrubs species are subjected to different
sheep grazing pressures, the knowledge of their response mechanisms to grazing is crucial to
the designing of sustainable systems of grazing management for these ecosystems. This work
tested two hypotheses related to the adaptive and plastic responses to grazing for the three
dominant shrubs of this community (Adesmia campestris, Mulinum spinosum and Senecio
filaginoides). We studied the chemical composition of leaves of these shrubs under two contrasting
sheep grazing pressures. We carried out a chemical screening to sequentially extract three groups
of different polarity carbon based secondary metabolites (CBSM): oil, phenols and hydrocarbon
compounds. We found that (1) the less preferred species (Senecio filaginoides) contained higher
levels of the three fractions of CBSM than the other two species (adaptive response), and (2)
only in Senecio filaginoides the CBSM content, in particular those of oil and hydrocarbon fractions,
increased with grazing. The absence of plastic responses in the other two species could be related
to the presence of structural defenses (thorns).

[Keywords: Secondary metabolites, Grazing, Adesmia campestris, Mulinum spinosum, Senecio
filaginoides]
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INTRODUCCION

En el Distrito Occidental de la Provincia
Fitogeografica Patagonica, los arbustos juegan
un papel central en la estructuracién de la
comunidad, ya que proporcionan los sitios
seguros para la instalacién de plantulas de la
mayoria de las especies que la componen
(Aguiar et al. 1992; Aguiar & Sala 1994). Las
tres especies arbustivas principales son
Adesmia campestris (Rendle) Skottsb. (Mamuel
choique), Mulinum spinosum (Cav.) Pers.
(Neneo) y Senecio filaginoides DC (Charcao o
Mata mora), las cuales totalizan el 12% de la
cobertura total y el 33% de la productividad
primaria neta aérea de la comunidad
(Golluscio et al. 1982; Fernandez et al. 1991).

Las tres especies tienen distinto comporta-
miento frente al pastoreo. Al comparar sitios
sometidos a presiones de pastoreo crecientes,
la importancia de Senecio filaginoides aumenta
con el pastoreo, mientras que la de Adesmia
campestris y Mulinum spinosum disminuye
(Fernandez et al. 1992; Perelman et al. 1997).
Ademas, mientras que Senecio filaginoides
précticamente no es ramoneado por el ganado
doméstico, los brotes y las flores de Mulinum
spinosum y Adesmia campestris son consumidos
con alta preferencia por los ovinos en
primavera y verano (Bonvissuto et al. 1983).
Por udltimo, mientras que Senecio filaginoides
carece de espinas, Mulinum spinosum tiene
espinas foliares y Adesmia campestris las tiene
caulinares (Pyykko 1966; Cabrera 1971;
Burkart et al. 1984; Constance 1988). La
comprension de las causas de tan diferentes
comportamientos ante el pastoreo es funda-
mental para desarrollar sistemas sustentables
de manejo pastoril de la comunidad.

El mencionado incremento de la especie
menos preferida a expensas de las otras
estaria asociado a que la selectividad del
consumo de los animales constituye una
presion de seleccion fundamental en sistemas
pastoriles, conduciendo al predominio de las
especies menos preferidas y mds tolerantes
al estrés (Grime 1979). Una de las caracteris-
ticas que otorga resistencia al estrés a una
poblacién es la estrategia de defensa contra
los herbivoros, que puede ser tanto de caracter
fisico como quimico. La defensa fisica de las
plantas resulta de una serie de rasgos como
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las espinas, tricomas y pelos glandulares
(Wink 1988), los cuales son seleccionados
naturalmente bajo la presién de la sequia en
ambientes dridos, pero que actiian de manera
accesoria como defensa antiherbivoro
(Coughenour 1985; Milchunas et al. 1988;
Grubb 1992). Las defensas quimicas estdn
asociadas generalmente a la presencia de
metabolitos secundarios y pueden dividirse
en dos grandes grupos. En el primero se
encuentran los compuestos monoméricos -
defensas cualitativas o méviles (Feeny 1976)-
que se encuentran en baja concentracién y
estan representados por toxinas tales como los
acidos fendlicos, los alcaloides y los flavonoi-
des (Horner 1988). En el segundo grupo se
encuentran los compuestos poliméricos -
defensas cuantitativas o inméviles (Feeny
1976)- que se presentan en mayor concentra-
cién e incluyen a los taninos y ligninas
(Rhoades & Cates 1976; Owen-Smith 1982;
Coley et al. 1985). Coley et al. (1985) propusie-
ron que, en ambientes de baja disponibilidad
de recursos como la Patagonia, se espera
encontrar defensas del tipo inmévil, cuyos
altos costos de sintesis se verian diluidos en
mayores tiempos de duracién de las hojas.
Ademads de estas respuestas adaptativas
(diferencias entre especies), se han descripto
respuestas plésticas al estrés provocado por
el pastoreo (diferencias entre individuos
pastoreados y no pastoreados de un mismo
genotipo). Dichas respuestas plésticas
consisten en el aumento de alguno de los dos
tipos de defensas (Milewski et al. 1991;
Karban et al. 1997; Agrawal & Rutter 1998;
Cipollini 1998).

El estudio del contenido de metabolitos
secundarios de base carbonada (MSC) en
especies diferencialmente preferidas por los
herbivoros y sometidas a distinta presién de
pastoreo permite evaluar, entonces, las
respuestas quimicas, tanto plasticas como
adaptativas, de cada una ante el pastoreo. Los
andlisis quimicos tradicionales, empleados
para el reconocimiento de MSC, son especi-
ficos para determinados grupos de compues-
tos (e.g., isoprenoides, esteroides, alcaloides;
Dominguez 1973). Los pocos métodos dispo-
nibles para reconocer la casi totalidad de los
grupos de MSC a partir de una sola muestra
de material vegetal no solo son largos y
laboriosos sino que, ademads, proporcionan
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unicamente resultados cualitativos (Domin-
guez 1973). En este trabajo se recurri6 a la
marcha de extraccién propuesta por Bucha-
nan et al. (1978), disefiada originalmente para
hallar especies vegetales productoras de
hidrocarburos y caucho. La ventaja de esa
marcha por sobre las tradicionales radica en
que permite un "screening” expeditivo de
todos los grupos de MSC simultdneamente y
a un costo relativamente bajo. Ademads, arroja
resultados cuantitativos a partir del secado y
pesado de las fracciones obtenidas.

En este trabajo se presenta un estudio
exploratorio de las respuestas quimicas al
pastoreo en las tres especies de arbustos
dominantes en las estepas del sudoeste de
Chubut. Para poder separar las respuestas
plasticas de las adaptativas se estudi6 el
contenido de MSC de las tres especies, bajo
dos presiones de pastoreo contrastantes desde
hace 17 afios. El experimento puso a prueba
las siguientes hip6tesis centrales: (1) el
contenido de metabolitos secundarios en las
tres especies estudiadas es inversamente
proporcional a su preferencia por parte de los
grandes herbivoros (respuestas adaptativas),
y (2) el contenido de metabolitos secundarios
aumenta en respuesta al pastoreo en la especie
que carece de defensas fisicas (Senecio
filaginoides) y no se modifica en las que si las
poseen (Mulinum spinosum y Adesmia
campestris) (respuestas plasticas).

METODOS

El experimento se llevé a cabo en el Campo
Experimental del INTA en Rio Mayo,
provincia de Chubut (45°25’S; 70°20°0). El
drea de estudio corresponde a la comunidad
de Stipa speciosa (Coirén amargo), Adesmia
campestris, Berberis heterophylla (Calafate) y Poa
lanuginosa (Pasto hilo) (Golluscio et al. 1982).
Las precipitaciones anuales son de 137 mm
en promedio y estan concentradas en la
estacion fria (Ferndndez et al. 1992). El suelo
sobre el cual se asienta esta comunidad es
homogéneo en toda el drea de estudio y ha
sido caracterizado como Calciorthid (Fernan-
dez & Paruelo 1988).

Se recolectaron muestras de hojas de las tres
especies de arbustos (Senecio filaginoides,
Mulinum spinosum y Adesmia campestris). Las
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hojas se obtuvieron de tres individuos de cada
especie ubicados en un 4rea clausurada al
pastoreo de grandes herbivoros durante los
ultimos 17 afios, y de otros tantos individuos
ubicados en un 4rea vecina sometida a pasto-
reo continuo con una carga de 0.3 Equivalen-
tes Oveja/ha. Los seis individuos fueron
seleccionados al azar entre los de tamafio
modal de cada especie. De cada individuo se
tomaron muestras de hojas verdes del afio,
totalmente expandidas y ubicadas en la parte
superior de la copa. Una vez secas y molidas
las hojas, las muestras se sometieron a una
marcha de extraccién secuencial, que separ6
tres grupos de sustancias de distinta polari-
dad: aceites, fenoles y compuestos hidrocar-
bonados (Buchanan et al. 1978; Figura 1). La
fraccién de aceites contiene principalmente
ceras, isoprenoides y esteroides. La fraccién
de fenoles contiene fenoles, taninos, alcaloi-
des, glicésidos y flavonoides. La fraccién
hidrocarbonada esta constituida por hidrocar-
buros de cadena larga, ceras y politerpenos
(Buchanan et al. 1978). Una limitante de la
técnica es que las tres fracciones presentan
proporciones variables de diversos metabo-
litos primarios. En particular, el residuo fi-
nal contiene no solamente celulosa y proteinas
(metabolitos primarios), sino también lignina
(Buchanan et al. 1978). Sin embargo, a los fines

BIOMASA

Extraccion ¢f Acetona

Solucion Residuo

Extraccion con
Benceno-Hexano 2:3

Separar en Hexano
/ Metanol-Agua 9:1

Aceites

Fenoles Hidrocarbonada Residuo

Figura 1. Marcha de extraccién de los tres grupos
de compuestos de diferente polaridad obtenidos
de las hojas de tres arbustos del sudoeste de
Chubut.

Figure 1. Chemical screening used to obtain three
different fractions differing in polarity from leaves
of three shrubs in southwestern Chubut Province.
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de este trabajo se supone que tanto las
proporciones de metabolitos primarios en las
tres fracciones como la de metabolitos secun-
darios en el residuo son despreciables o cons-
tantes para todas las especies comparadas.

Luego de secarlas en desecador de vacio, se
pesaron las tres fracciones y el residuo y se
calcularon sus porcentajes respecto de la
biomasa inicial. Estos valores fueron trans-
formados (como el arcoseno de la raiz
cuadrada) y sometidos a ANOVA Factorial
(tres especies x dos presiones de pastoreo).
Las diferencias entre especies fueron
analizadas mediante la Prueba de Tukey. Este
estudio tiene un cardcter preliminar, debido
al bajo ntimero de repeticiones y a lo reducido
del 4drea geografica relevada. Como conse-
cuencia, se establecié un nivel de significancia
relativamente laxo (o = 0.10) y se realizaron
andlisis de potencia de las comparaciones
estadisticas realizadas utilizando el programa
GPower (Erdfelder et al. 1996). Tales anélisis
de potencia permiten evaluar la probabilidad
de aceptar erréneamente la hipotesis de
ausencia de diferencias () y también calcular
el tamafio de muestra necesario para alcanzar
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una determinada potencia (1-fB) en futuros
estudios.

RESULTADOS

Las tres especies difirieron significati-
vamente en su contenido conjunto de aceites,
fenoles y compuestos hidrocarbonados:
Senecio filaginoides tuvo los contenidos mas
altos (alrededor del 22%), Mulinum spinosum
tuvo contenidos intermedios (alrededor del
17%) y Adesmia campestris tuvo los contenidos
mas bajos (alrededor del 12%) (Figura 2a). Esa
tendencia se observé tanto en los individuos
del area pastoreada como en los del area
clausurada. Sin embargo, se detecté una
interaccién especies x pastoreo significativa,
asociada a que Senecio filaginoides fue la inica
especie cuyos individuos sometidos a
pastoreo tuvieron mayor contenido conjunto
de las tres fracciones que los provenientes del
drea clausurada (ANOVA, P < 0.10; Figura
2a y Tabla 1). Resultados similares se
registraron en las fracciones de aceites y feno-
les, aunque en esta tltima no se detectaron
efectos del pastoreo en ninguna de las espe-

Tabla 1. Probabilidades de aceptar erréneamente como vélida la existencia de diferencias significativas
entre promedios (0) y de aceptar erréneamente como valida la ausencia de diferencias significativas
entre promedios () para distintas comparaciones de los contenidos de fracciones obtenidas de las
hojas de tres arbustos del sudoeste de Chubut. Se estableci6 un nivel critico de significancia de 10%.
Los asteriscos indican los valores de a significativos al 10% y los valores de [ correspondientes a una
potencia mayor a 85%. P: individuos pastoreados; C: individuos no pastoreados; Ms: Mulinum spinosum;
Ac: Adesmia campestris; Sf: Senecio filaginoides.

Table 1. Probability of wrongly accepting as valid, significant differences between averages (o), and of
wrongly accepting as valid a lack of significant differences between averages (B) for different
comparisons of the content of fractions obtained from leaves of three shrubs in southwestern Chubut
Province. Significant level is 10%. Asterisks indicate significant a values at 10% and 3 values with a
power over 85%. P: grazed individuals; C: non-grazed individuals; Ms: Mulinum spinosum; Ac: Adesmia
campestris; Sf: Senecio filaginoides.

Comparacién Aceites Fenoles Hidrocarbonada Residuo

a
I;zz:g; e <0.001 * <0.001 * <0.001 * <0.001 *
Es ecig)x Pastoreo 0.052 * 0.761 0.047 * 0.197
P ‘fjs C (Ms) 0.026 * 0.168 0.002 * 0.063 *
P VS. C (Ac) 0.85 0.26 0.22 0.35
P VS. C (S 0.94 0.19 0.17 0.33

B ’ 0.06 * 0.50 <0.001 * 0.081 *
Factor especie (P)
Factor especie (C) 0 : 0 : 0 0 :
P vs. C (Ms) 0 0 0.90 0
7 g2 am o om
P vs. C (5f) 014 070 0 014
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Figura 2. Contenido del conjunto de las tres fracciones (calculado como 100 - residuo), de la fraccién de
aceites, de la fraccién de fenoles y de la fraccién hidrocarbonada, obtenidas de las hojas de Senecio
filaginoides, Mulinum spinosum y Adesmia campestris del sudoeste de Chubut en los tratamientos de
pastoreo y clausura. Los valores estdn expresados en porcentaje del peso seco total del material vegetal.
Letras distintas indican diferencias significativas entre especies y entre tratamientos (P < 0.10).
Figure 2. Total extract content (calculated as 100 - residue), content of oil fraction, content of phenol
fraction, and content of the hydrocarbon fraction obtained from leaves of Senecio filaginoides, Mulinum
spinosum and Adesmia campestris in southwestern Chubut Province in the grazed and non-grazed
treatments. Values are expressed as percent on a dry-weight basis. Different letters indicate significant
differences between species and treatments (P < 0.10).

cies y, por lo tanto, no hubo una interaccién
significativa (Figuras 2b, 2c y Tabla 1). En el
caso de la fracciéon hidrocarbonada, hubo una
marcada interaccién asociada a que las men-
cionadas diferencias entre especies se mantu-
vieron solo entre los individuos del drea pas-
toreada y a que, ademds, como en el caso de
los aceites y el contenido conjunto de las tres
fracciones, Senecio filaginoides fue la tnica

En cambio, aquellas en las que no fue posible
detectar diferencias significativas tuvieron
una potencia menor (10-70%; Tabla 1).

Discusion

Los resultados apoyaron la hip6tesis referida
a las diferencias adaptativas entre las tres

especie que mostré un incremento del
contenido de compuestos hidrocarbonados en
respuesta al pastoreo (Figura 2d y Tabla 1).
Las comparaciones que arrojaron diferencias
significativas entre promedios tuvieron por
lo general una alta potencia (>85%; Tabla 1).

especies, ya que se encontré un mayor
contenido de metabolitos secundarios en la
especie menos preferida por los ovinos
(Senecio filaginoides) que en las mas preferidas
(Mulinum spinosum y Adesmia campestris;
hipétesis 1). También apoyaron la hipétesis
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que sugeria que Senecio filaginoides posee una
estrategia de respuesta ante la herbivoria
basada principalmente en la produccién de
compuestos quimicos carbonados, mientras
que esa estrategia estaria ausente, o al menos
seria menos importante, en las otras dos
especies, que cuentan con defensas fisicas
(hipotesis 2).

Estas inferencias solo son estrictamente
vélidas para la pequena drea geografica
explorada (Hurlbert 1984). Sin embargo,
pueden ser extrapoladas tentativamente a un
drea geogréafica mds vasta, bajo la conviccién
de que los “stands” comparados en este
trabajo son representativos de la comunidad
predominante en la porcion meridional del
Distrito Occidental de la Provincia Fito-
geografica Patagonica (Ledn et al. 1998).

Resulta inesperado el incremento verificado
en el contenido de MSC de Senecio filaginoides
en respuesta al pastoreo, teniendo en cuenta
que no suele ser consumida por los ovinos
(Fernéandez et al. 1992; Somlo et al. 1997). Sin
embargo, Senecio filaginoides parece jugar un
papel importante en la dieta de otros
herbivoros, particularmente orugas y paré-
sitos que forman agallas (RA Golluscio, obs.
pers.). No obstante, al no excluir las clausuras
la accion de los insectos, la herbivoria de éstos
no puede explicar las diferencias observadas
entre las dreas pastoreada y clausurada. En
cambio, Senecio filaginoides constituiria el
componente predominante (30-40%) de la
dieta estival de los guanacos en la comunidad
estudiada, tanto en el sudoeste de Chubut
como en el noroeste de Santa Cruz (Somlo et
al. 1997:27-28). Las diferencias quimicas
halladas entre los individuos pastoreados y
no pastoreados de Senecio filaginoides no
podrian ser entonces atribuidas a la exclusién
del pastoreo ovino, sino a la exclusién del
pastoreo de los guanacos u otros herbivoros
silvestres. Este modelo conceptual refuerza
las consideraciones de Lauenroth (1998)
acerca de que la flora patagénica habria
estado sujeta a una larga coevolucién con los
guanacos.

El supuesto de que las tres fracciones estan
integradas principalmente por metabolitos
secundarios carbonados (MSC) y que el resi-
duo esté constituido basicamente por metabo-
litos primarios carbonados (MPC) resulta méas
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plausible en algunas fracciones que en otras,
lo cual merece analisis futuros mas detallados
en estas ultimas. En efecto, se espera que la
fracciéon de fenoles contenga cantidades
considerables de hidratos de carbono (MPC)
que podrian haber llegado a enmascarar
eventuales diferencias en el contenido de los
diversos MSC incluidos en esa fraccién. Esto
podria explicar, en particular, la ausencia de
diferencias significativas en esta fraccién en-
tre las plantas pastoreadas y clausuradas de
Senecio filaginoides. En cambio, la importancia
de los lipidos y los dcidos grasos (MPC) en la
fraccién aceites serfa minima, ya que dicha
fraccién tuvo la particularidad de ser sélida
a temperatura ambiente y liquida a 60°C, lo
que evidencia el predominio de las ceras en
ella. La importancia de los dcidos grasos
(MPC) en la fracciéon hidrocarbonada también
seria despreciable, ya que esa fraccién
incluiria solamente la escasa proporcién de
estos compuestos que no resultaron incluidos
en la fraccién de aceites. Por dltimo, si bien
la proporcién de lignina en el residuo podria
llegar a ser muy elevada, de ninguna manera
podria superar a la suma de celulosa y
proteina. Por ejemplo, Somlo et al. (1985)
encontraron que el contenido de lignina en
brotes de Mulinum spinosum y Adesmia
campestris (12.5% y 11.9%, respectivamente)
era menor a la mitad de la suma de proteina,
celulosa y hemicelulosa en ambos casos
(48.4% y 23.6%, respectivamente).

A modo de conclusién, este trabajo sugiere
que las especies arbustivas de la estepa del
sudoeste de Chubut més preferidas por los
grandes herbivoros (Adesmia campestris y
Mulinum spinosum) tienen menor contenido
de metabolitos secundarios carbonados que
la menos preferida (Senecio filaginoides).
Ademads, las especies que cuentan con
defensas fisicas (las dos mas preferidas) no
presentarian un aumento significativo en el
contenido de MSC al ser pastoreadas,
mientras que si lo haria la especie menos
consumida por el ganado doméstico, carente
de defensas fisicas (Senecio filaginoides).
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