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Respuesta disuasiva del granivoro Zonotrichia capensis
(Paseriformes: Emberizidae) frente a fenoles comunes en las
semillas
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Argentina. Grupo de Investigacién de Ecologia del Desierto (Ecodes) Instituto Argentino de Investigacién en
Zonas Aridas (IADIZA), CCT-CONICET, Mendoza, Argentina.

ResuMEN. Ciertas semillas contienen compuestos aleloquimicos que pueden actuar como disuasivos
en contra del ataque de granivoros. En general, las aves poseen la capacidad de reconocer tales
compuestos y al evadir su consumo pueden evitar sus efectos adversos o téxicos. La dieta del
chingolo (Zonotrichia capensis) en el desierto del Monte de Argentina indica que es una especie con
una gran amplitud tréfica y que a menudo ingiere semillas que poseen compuestos secundarios
fendlicos. El objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta alimentaria de Z. capensis frente a
diferentes tipos de compuestos fenélicos individuales que son comunes en las semillas. Realizamos
experimentos de cafeteria en el laboratorio y evaluamos dos clases diferentes de compuestos de
semillas: fenoles complejos (de alto peso molecular, como el acido tanico y el tanino condensado) y
fenoles simples (de bajo peso molecular, como el acido cafeico, el acido fertilico y el 4cido cindmico).
En los experimentos ofrecimos simultdneamente semillas comerciales de moha (Setaria italica)
tratadas tépicamente con solucién control y con una solucién al 1% de cada compuesto arriba
mencionado. Para aquellos compuestos en los cuales hubo disuasién, repetimos el experimento pero
usamos semillas tratadas con una solucién al 0.5% de dichos compuestos. El chingolo consumié
menos de las semillas tratadas con dos concentraciones de acido tanico, dcido cinamico y &cido
cafeico que de las semillas control y el consumo de las semillas tratadas con tanino condensado
y acido fertilico fue igual que el de las semillas control. La disuasién observada sugiere que el
chingolo evita los compuestos fenélicos tanto simples como complejos.

[Palabras clave: fenoles complejos, taninos, fenoles simples, fenilpropanoides, aves granivoras,
chingolo, disuasién]

ABSTRACT. Deterrence response in a seed-eating sparrow Zonotrichia capensis (Passerine:
Emberizidae) against seed common phenols: Some seeds contain allelochemical compounds
that exert a deterrent effect against seed-eating animals. Birds have the ability to recognize such
compounds and can avoid their intake, thus preventing adverse or toxic effects. The diet of Rufous-
collared Sparrow (Zonotrichia capensis) in the Monte desert of Argentina indicates that this is a highly
opportunist bird with broad diet breadth since it feeds on seeds, many of which contain phenolic
secondary compounds. The aim of this study was to evaluate the feeding responses of Z. capensis
against different kinds of individual compounds that are common in seeds. We conducted two-
choice feeding trials in the laboratory in order to assess two different kinds of these compounds
in seeds: complex phenols (high molecular weight) such as hydrolyzable tannin, tannic acid and
condensed tannins; and simple phenols (low molecular weight) such as the phenylpropanoids:
cinnamic acid, caffeic acid, and ferulic acid. In the trials we simultaneously presented a control-
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feed of commercial foxtail millet seeds (Setaria italica) topically applied with a control solution, and
a treatment-feed of foxtail millet seeds topically applied with solutions of 1% of each compound
mentioned above. For those compounds with deterrent properties, we repeated the trial but used
as treatment-feed of foxtail seeds topically applied with solutions of 0.5% of such compounds.
Rufous-collared Sparrow consumed less of the seeds treated with two different concentrations
of the tannic acid, cinnamic acid and caffeic acid than of the control seeds, and the intake of
seeds topically applied with cinnamic acid and ferulic acid was the same as for control seeds.
The showed deterrence suggests that Rufous collared-sparrow avoids both simple and complex

phenolic compounds.

[Keywords: complex phenols, tannins, simple phenols, phenylpropanoids, seed-eating birds,

Rufous collared-Sparrow, deterrence]

INTRODUCCION

Muchas plantas concentran en las semillas
compuestos quimicos que pueden actuar
como disuasivos naturales frente al ataque
de animales granivoros (Janzen 1971;
Watkins et al. 1996; Diaz 1996; Castellanos
& Espinoza-Garcia 1997; Banko et al. 2001;
Karasov & Martinez del Rio 2007). Algunos
vertebrados como las aves y los mamiferos
tienen la capacidad de reconocer y evitar
estos compuestos, o bien son capaces de
regular su ingesta hasta alcanzar un punto
en el cual el consumo resulta téxico y afecta
la supervivencia del animal (Guglielmo et al.
1996; Mangione et al. 2000; Rios et al. 2008;
Torregrossa & Dearing 2009).

Los compuestos disuasivos se clasifican en
primarios y secundarios (Crocker & Perry
1990; Clark 1997a,b, 1998; Hile 2004). Los
primarios aluden a la calidad [e.g., gusto
desagradable, olor, irritacion (Clark 1998)], que
provoca la retirada del animal. Por ejemplo,
algunos fenoles simples derivados del acido
cindmico disuaden a los tordos de alas rojas
(Agelaius phoenicus) (Avery & Decker 1992).
Los secundarios provocan un efecto fisiolégico
adverso (e.g., toxicidad, dolor), que a su vez
es asociado luego con un estimulo sensorial
que debera ser evitado [e.g., el gusto, el olor,
la sefial visual (Clark 1997b)]. En estos casos, el
alimento es rechazado después de haber sido
ingerido por primera vez, porque los animales
rapidamente asocian el estado de enfermedad
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con el consumo de esos alimentos y aprenden
asi a evitar su ingesta en el futuro (Mangione
& Bozinovic 2002). Un ejemplo es el caso de
los glicdsidos cianogénicos almacenados en la
mariposa monarca (Danaus plexippus); cuando
las aves insectivoras la consumen por primera
vez, aprenden a evitar comerlas en el futuro
(Brower et al. 1968; Fink & Brower 1981;
Holzinger & Wink 1996).

Un grupo de compuestos secundarios
ampliamente distribuidos en el reino vegetal
son los compuestos secundarios fenélicos
(CSF). Estos compuestos suelen actuar como
disuasivos alimentarios al disminuir la
calidad del alimento (Diaz 1996; Mangione et
al. 2000; Schaefer et al. 2003). Por un lado, los
CSF complejos de peso molecular alto (entre
500 y 3000 g/mol) tales como los taninos,
estan presentes en muchos tipos de semillas
(Greigh-Smith & Wilson 1985; Diaz 1996;
Wang & Chen 2008) y su accién disuasiva ha
sido demostrada tanto en roedores granivoros
(Wang & Chen 2008) como en aves granivoras
(Greig-Smith & Wilson 1985; Koenig 1991;
Fleck & Tomback 1996). Por otro lado, los
fenoles simples (e.g., los fenilpropanoides),
tienen un peso molecular bajo, entre 100 y
200 g/mol, y son comunes en las plantas
(Robinson 1983). Incluso estan presentes en las
semillas de muchas gramineas y dicotiled6neas
herbéaceas (Watkins et al. 1996; Davis et al.
2008), y constituyen disuasivos frente a aves
granivoras (Crocker & Perry 1990; Avery &
Decker 1992; Jakubas et al. 1992; Watkins et
al. 1999).
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Elchingolo, Zonotrichia capensis (Emberizidae)
(Statius Muller 1776), es un ave granivora
conspicua de los ambientes desérticos de
Monte en Argentina (Lépez de Casenave 2001;
Cueto et al. 2006, 2008). También ocupa zonas
perturbadas (e.g., agrosistemas y campos de
pastoreo) en densidades elevadas [hasta 164
individuos/km? en el Monte central (Gonnet
2001)]. Esta especie posee un comportamiento
de forrajeo oportunista debido a que incluye
en su dieta una gran variedad de semillas
e insectos seglin la abundancia estacional
(Loépez de Casenave 2001; Sabat et al. 2009).
De la fraccién granivora, el chingolo incluye
tanto semillas de dicotiledéneas herbaceas
como de monocotiledéneas, en particular
Chenopodium papulosum y Setaria leucopila
(Marone et al. 2008), cuyas concentraciones
de fenoles totales son de alrededor de 3%
(Rios et al. no publicado). Por otro lado, la
literatura indica que las semillas de ambos
géneros también contienen fenoles simples
del grupo de los fenilpropanoides (Davis
et al. 2008), tales como el acido cindmico, el
acido fertlico y el 4cido cafeico (Davis et al.
2008). Los fenilpropanoides son componentes
constitutivos estructurales de la lignina en la
pared celular (Hahlbrock & Scheel 1989; Lynn
& Chan 1990) y tienen una gama amplia de
funciones [e.g., actiian como defensas frente
a depredadores y proteccion frente a la luz
ultravioleta (Harborne 1999; Dewick 2002)].

Si bien es conocido que el chingolo se
alimenta de semillas que poseen distintas
concentraciones de compuestos fendlicos,
por lo general estos compuestos se presentan
combinados unos con otros formando
mezclas (Castellanos & Espinoza-Garcia
1997; Mangione et al. 2000; Dewick 2002).
Algunos estudios han demostrado de forma
experimental que un solo compuesto de todos
los que pueden existir en una mezcla puede
ser més disuasivo para los animales que toda
la mezcla en si misma debido a la accién
toxica directa de este compuesto (Rodman
& Chew 1980; Vrieling et al. 1991; Rios et al.
2008). El objetivo de este estudio fue evaluar
la respuesta alimentaria de Z. capensis frente
a diferentes tipos de compuestos fenélicos
individuales que son comunes en semillas,
y explorar cudles tuvieron un mayor rechazo
por parte de esta ave.
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MATERIALES Y METODOS

Mantenimiento de las aves y preparacion de las
semillas

Se capturaron 9 individuos adultos de
chingolo, con redes de niebla, en un bosque
abierto de la reserva de Bigsfera de Nacufidn,
en la porcién central en el desierto del Monte,
Argentina (34°03" S, 67° 54’ O). Las aves
se trasladaron al laboratorio y se alojaron
individualmente en jaulas inoxidables (40 x
40 x 50 cm) bajo un fotoperiodo de 12:12 h (luz:
oscuridad) y temperatura constante (22+2 °C).
Durante un periodo de aclimatacién de un mes
fueron alimentados con semillas comerciales
de moha (Setaria italica) y agua “ad libitum”.
La alimentacién estuvo suplementada una
vez por semana con larvas de Tenebrio molitor,
manzana y multivitaminas-minerales para
aves colocadas en el agua (Vigorex, labyes,
B. A., Argentina, #80313). Al finalizar los
experimentos las aves fueron liberadas en el
mismo sitio de captura.

Se utilizaron cinco compuestos fendlicos
que por lo general estin presentes en las
semillas mas consumidas por los individuos
de Z. capensis, y cuya actividad disuasiva ya
ha sido probada en otras especies de aves.
Evaluamos dos fenoles complejos: dcido
tanico (laboratorio Tetrahedron, Argentina) y
el tanino condensado de quebracho comercial
(provisto por el profesor W. Karasov de la
Universidad de Wisconsin, EEUU), y tres
fenoles simples: acido cafeico, acido fertilico
y acido cindmico (Carlo Erba reagenti, Italia).
Avery & Deker (1992) demostraron que las
semillas tratadas tépicamente al 1% con un
derivado de 4cido cindmico producen un
efecto disuasivo efectivo en tordos de alas
rojas, pero no producen tal efecto sobre estas
aves cuando la concentracién es menor al
1% (e.g., 0.4%). Por lo tanto, exploramos la
respuesta de individuos de chingolo frente
a cada compuesto mencionado mas arriba,
usando semillas tratadas tépicamente con una
solucién al 1%, y sélo aquellos que mostraron
accién disuasiva se evaluaron nuevamente al
0.5%.
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Se prepararon dos tipos de semillas:
tratamiento y control. Las semillas tratadas
se cubrieron con una solucién adhesiva de
etanol absoluto y propilenglicol (9:1) y con
la cantidad necesaria de cada uno de los
compuestos, segtn el tratamiento, a fin de
obtener soluciones al 1% o al 0.5% para los
casos que resultaron disuasivos al 1%. Para
cada compuesto se colocaron 400 semillas
comerciales de moha (Setaria italica) en una caja
de Petri y se las revistié6 mediante un pincel
con la solucién correspondiente. Las semillas
control recibieron el mismo procedimiento
pero solo con la solucién adhesiva. Las
semillas topicadas se colocaron toda una noche
bajo campana para la evaporacion del etanol
y se almacenaron en oscuridad en bolsas
herméticas con silica gel hasta su utilizacién.

Experimentos de cafeteria en laboratorio

A fin de evaluar las decisiones alimentarias
del chingolo frente a los distintos compuestos,
realizamos pruebas de cafeteria de eleccién
doble (Dragoin et al. 1971; Jakubas et al.
1992). En ellos se ofrecieron a las aves los dos
tipos de oferta en forma simultdnea, de la
siguiente manera: se coloc6 una caja de Petri
con 50 semillas control y, en el lado opuesto
de la jaula, otra caja de Petri con 50 semillas
tratadas. La posicion de las cajas de Petri fue
asignada al azar con la finalidad de que las
aves no asociaran el sitio del comedero con el
tipo de tratamiento. Luego de 2 h de ayuno
(Cueto et al. 2006), las aves fueron puestas
a consumir en forma simultanea, eligiendo
sobre estas semillas durante un periodo de 15
minutos. La variable de respuesta que se midio
fue el nimero de semillas consumidas de uno
y otro tipo. Entre cada tipo de compuesto
se dejaron de 3 a 5 dias como intervalo en
los cuales los individuos estaban bajo las
condiciones de mantenimiento descriptas més
arriba. Los ensayos de cafeteria comenzaron
con 9 individuos para el caso del 1% y 0.5%
del acido cindmico, pero el resto de las
pruebas se continué con 7 individuos ya que
retiramos dos animales que mostraron signos
de enfermedad (movimientos mas lentos y con
menor consumo de alimento que lo normal).
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Los datos se analizaron con la prueba
pareada de Wilcoxon ya que no cumplian
con los supuestos que requieren los analisis
paramétricos. Se utilizé el software estadistico

InfoStat version profesional 2009.

RESULTADOS

Tres de los cinco compuestos evaluados
resultaron disuasivos alimentarios para los
individuos de Z. capensis. Los individuos
comieron menos semillas tratadas con
acido tanico, dcido cindmico y 4cido cafeico
que sus respectivos controles (Z=2.366,
P=0.018; Z=2.073, P=0.038; Z=2.336, P=0.017,
respectivamente), mientras que no hubo
diferencias para el tanino condensado y el
acido ferulico (Z=0.845, P=0.398; Z=1.069,
P=0.285, respectivamente) (Figura 1). Las
reducciones mas importantes del consumo
con respecto al control fueron para las semillas
tratadas con 4cido tanico y 4cido cafeico.

La oferta de semillas con los tres
compuestos que presentaron disuasion en
el primer experimento, tratadas al 0.5%,
también mostraron disuasion a esta menor
concentracion (Figura 2), aunque el efecto
de la disuasion resulté mds atenuado que en
el primer caso (£2=2.366, P=0.017; Z=2.665,
P=0.007; 2=2.201, P=0.027, para acido tanico,
cindmico y cafeico, respectivamente).

Discusion

En este estudio se evalué la respuesta
disuasiva primaria del chingolo frente a
fenoles individuales. Si bien es comtn que
en la naturaleza los fenoles se encuentren en
forma de mezclas, la composicién cualitativa
de los fenoles (los tipos de fenoles) en la
mezcla puede ser mas importante que la
concentraciéon en cuanto a la seleccién del
alimento por aves. Esto se debe a que un tipo
de fenol concreto puede indicar toxicidad
y/o presencia de otros fenoles (Guglielmo
et al. 1996; Sarracino et al. 2004). El chingolo
consumié menos de las semillas tratadas con
dos concentraciones diferentes de tres de los
cinco compuestos evaluados. La disuasion
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observada sugiere que el chingolo evita tanto
los compuestos fendlicos simples como los
complejos, por lo que su respuesta disuasiva
(deteccién gustativa) frente a compuestos
individuales depende del tipo particular de
fenol. Los efectos disuasivos primarios en aves
estdn mediados por la estimulacién sensitiva
de los compuestos quimicos en el trigémino
(Jakubas & Mason 1991). Este “sentido del
gusto” estarfa involucrado en las decisiones
o elecciones alimentarias de muchas especies
de aves, y permitirfa la distincién entre los
compuestos nutritivos y aquellos que no lo
son (Crocker & Perry 1990; Schaefer et al.
2003). La irritacién trigeminal en Z. capensis
es posible porque estos compuestos funcionan
como disuasivos primarios en otras especies
de aves (Crocker & Perry 1990; Jakubas et al.
1992; Avery & Decker 1992; Fleck & Tomback
1996; Watkins et al. 1999) y porque durante
nuestros experimentos, algunos individuos
sujetaban con el pico durante unos segundos
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Figura 1. Consumo del chingolo frente a semillas
control versus semillas tratadas tépicamente con
una solucién al 1% de acido tanico (n=7), tanino
condensado (n=7), acido cindmico (n=9), acido
cafeico (n=7) y acido ferdlico (n=7). Las barras
representan la media del nimero de semillas
consumidas * 1 error estandar. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre los dos
tipos de semillas ofrecidas (P<0.05).

Figure 1. Seed consumption by Rufous-collared
Sparrows gainst a control-feed versus a treatment-
feed of seeds topically applied with 1% of tannic
acid (n=7), condensed tannin (n=7), cinnamic acid
(n=9), caffeic acid (n=7) and ferulic acid (n=7).
Bars represent mean number of consumed seeds
+ 1 standard error. Asterisks indicate significant
differences between both kinds of seeds supplied
(P<0.05).
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Figura 2. Consumo del chingolo frente a semillas
control versus semillas tratadas tépicamente con
una solucién al 0.5% de los fenoles acido tanico
(n=7), acido cindmico (n=9), acido cafeico (n=7).
Las barras representan la media del ntimero
de semillas consumidas + 1 error estandar. Los
asteriscos indican diferencias significativas entre
los dos tipos de semillas ofrecidas (P<0.05).
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Figure 2. Seed consumption by Rufous-collared
Sparrows against a control-feed versus a treatment-
feed of seeds topically applied with 0.5% of tannic
acid (n=7), cinnamic acid (n=9) and caffeic acid
(n=7). Bars represent mean number of consumed
seeds + 1 standard error. Asterisks indicate
significant differences between both kinds of seeds
supplied (P<0.05).

las semillas tratadas quimicamente y luego las
dejaban caer intactas. Esto sugiere que existiria
una deteccion o reconocimiento rapido, pre-
ingestional, de los compuestos fendlicos que
resultaron desagradables durante los primeros
contactos en los experimentos.

Segtin el modelo de prediccién de efectividad
de repelentes de aves de Watkins et al. (1999),
los grupos donantes de electrones (i.e., grupos
funcionales metoxilos) son muy disuasivos.
Por ello, cabe esperar que los compuestos como
el acido ferlico, que posee en su estructura
quimica un grupo funcional metoxilo en
el carbono 3, tengan poder disuasivo. Sin
embargo, en este estudio el chingolo result6
incapaz de evitar las semillas topicadas con
acido fertlico. El chingolo tampoco evitd
consumir las semillas tratadas con tanino
condensado, uno de los dos compuestos
complejos (de alto peso molecular) evaluado
en este estudio. Una explicacién posible a estos
resultados es que tanto el 4cido fertilico como el
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tanino condensado actuarian como disuasivos
secundarios para el chingolo. En este sentido,
el tiempo de exposicién del chingolo frente a
estos compuestos tendria que ser superior al
de este estudio para poder asociar, mediante
aprendizaje, la deteccién gustativa con
algiin efecto adverso post-ingestional. Esta
hipétesis merece ser analizada de manera
experimental.

Ademas de lo observado en otros estudios,
nuestros resultados sugieren que el acido
tanico, el acido cindmico y el acido cafeico
serfan candidatos para disuadir a animales que
puedan causar algtin tipo de perjuicio agricola,
ya que aun en aves silvestres como chingolo
(que posee un contacto previo y frecuente
con estos tipos de fenoles de semillas) hubo
una reduccién en el consumo de semillas
tratadas, incluso en las semillas topicadas
con soluciones de baja concentracién.
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