
The influence of crude terpenoid constituents on mule deer preference for big sagebrush and black
sagebrush
by Timothy Lee Personius

A thesis submitted in partial fulfillment of the requirements for the degree of Master of Science in
Range Science
Montana State University
© Copyright by Timothy Lee Personius (1985)

Abstract:
Samples of current year’s growth of leaves and stems were collected in February, 1983, for four
Artemisia taxa (A. tridentata tridentata, A. t. wvomingensis. A. t. vasevana, and A. nova) from a mule
deer winter range near Gardiner, Montana. Samples represented both lightly and heavily used plants
within each taxon. Epidermal crude terpenoid concentrations were measured by rapid chloroform
extraction of fresh whole tissue. This extract was then separated into volatile and non-volatile
components by steam distillation. Highly volatile compounds in the tissue, normally lost during solvent
extraction or steam distillation, were quantified by gas-liquid chromatography of headspace vapors.
Major constituents in each fraction were identified and quantified for comparison with preference ranks
between taxa and between form classes within each taxon. The importance of considering complete
plant chemistry when investigating preference is stressed.

Highly volatile compounds (methacrolein+ethanol), monoterpene irritants (rho-cymene and
alpha-phellandrene), and non-volatile sesquiterpene lactones appear to influence mule deer selection
among the sagebrush species studied. Vasevana. the most preferred taxon, was characterized by low
levels of methacrolein+ethanol and irritants, and moderate amounts of sesquiterpene lactones, but
without any major individual lactones. Novaf the least preferred taxon also had low levels of
methacrolein+ethanol, but had the highest amounts of rho-cymene, alpha-phellandrene, and
sesquiterpene lactones. Wvomingensis and tridentata were intermediate in preference, wvomingensis
being slightly more preferred than tridentata. This could be explained by the low lactone content of
wvomingensis (compared to all taxa), and its lower level of methacrolein+ethanol (compared to
tridentata). Both taxa had significantly greater quantities of methacrolein+ethanol than vasevana. and
significantly less quantities of rho-cymene, alpha-phellandrene, and lactones than nova. The role of
several other compounds in determining preference is discussed.

Form classes were less clearly determined by chemical criteria. Nova form classes were chemically
indistinguishable. Wvomingensis and tridentata form classes could be chemically separated most of the
time, but the role of the identifying compounds in determining preference is questionable. Vasevana
form classes appeared to be strongly influenced by the presence or absence of acetone, borneol, and
rho-cymene. Plants in the heavy-use form class had the lowest levels of these three compounds.
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ABSTRACT

S a m p l e s  o f  c u r r e n t  y e a r ’ s  g r o w t h  o f  l e a v e s  a n d  s t e m s  w e r e  
c o l l e c t e d  i n  F e b r u a r y ,  1 9 8 3 ,  f o r  f o u r  A r t e m i s i a  t a x a  (A. t r i d e n t a t a  
- t r i . d . e n t a t a , Aj . t .  w y o m i n g e n s i s , A. t .  v a s e v a n a , a n d  A. n o v a ) f r o m  a  
m u l e  d e e r  w i n t e r  r a n g e  n e a r  G a r d i n e r ,  Montana.  S a m p l e s  r e p r e s e n t e d  
b o t h  l i g h t l y  a n d  h e a v i l y  u s e d  p l a n t s  w i t h i n  e a c h  t a x o n .  E p i d e r m a l  
c r u d e  t e r p e n o i d  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  by r a p i d  c h l o r o f o r m  
e x t r a c t i o n  o f  f r e s h  w h o l e  t i s s u e .  T h i s  e x t r a c t  w a s  t h e n  s e p a r a t e d  
i n t o  v o l a t i l e  a n d  n o n - v o l a t i l e  c o m p o n e n t s  by s t e a m  d i s t i l l a t i o n .  
H i g h l y  v o l a t i l e  com pounds  i n  t h e  t i s s u e ,  n o r m a l l y  l o s t  d u r i n g  s o l v e n t  
e x t r a c t i o n  o r  s t e a m  d i s t i l l a t i o n ,  w e r e  q u a n t i f i e d  by  g a s - l i q u i d  
c h r o m a t o g r a p h y  o f  h e a d s p a c e  v a p o r s .  M a j o r  c o n s t i t u e n t s  i n  e a c h  
f r a c t i o n  w e r e  i d e n t i f i e d  an d  q u a n t i f i e d  f o r  c o m p a r i s o n  w i t h  p r e f e r e n c e  
r a n k s  b e t w e e n  t a x a  a n d  b e t w e e n  f o r m  c l a s s e s  w i t h i n  e a c h  t a x o n .  The 
i m p o r t a n c e  o f  c o n s i d e r i n g  c o m p l e t e  p l a n t  c h e m i s t r y  when i n v e s t i g a t i n g  
p r e f e r e n c e  i s  s t r e s s e d .

H i g h l y  v o l a t i l e  c o m p o u n d s  ( m e t h a c r o l e i n + e t h a n o l ) ,  m o n o t e r p e n e  
i r r i t a n t s  ( r h o - c y m e n e  a n d  a l p h a - p h e l l a n d r e n e ) ,  a n d  n o n - v o l a t i l e  
s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e s  a p p e a r  t o  i n f l u e n c e  m u l e  d e e r  s e l e c t i o n  among 
t h e  s a g e b r u s h  s p e c i e s  s t u d i e d .  V a s e v a n a f t h e  m o s t  p r e f e r r e d  t a x o n ,  
w a s  c h a r a c t e r i z e d  by low l e v e l s  o f  m e t h a c r o l e i n + e t h a n o l  and i r r i t a n t s ,  
a n d  m o d e r a t e  a m o u n t s  o f  s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e s ,  b u t  w i t h o u t  any  m a j o r  
i n d i v i d u a l  l a c t o n e s .  N o v a f t h e  l e a s t  p r e f e r r e d  t a x o n  a l s o  h a d  l o w  
l e v e l s  o f  m e t h a c r o l e i n + e t h a n o l ,  b u t  h a d  t h e  h i g h e s t  a m o u n t s  o f  r h o -  
cym ene ,  a l p h a - p h e l l a n d r e n e ,  and s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e s .  W v o m i n g e n s i s  
an d  t r i d e n t a t a  w e r e  i n t e r m e d i a t e  i n  p r e f e r e n c e ,  w v o m i n g e n s i s  b e i n g  
s l i g h t l y  more  p r e f e r r e d  t h a n  t r i d e n t a t a .  T h i s  c o u l d  be  e x p l a i n e d  by 
t h e  l o w  l a c t o n e  c o n t e n t  o f  w v o m i n g e n s i s  ( c o m p a r e d  t o  a l l  t a x a ) ,  a n d  
i t s  l o w e r  l e v e l  o f  m e t h a c r o l e i n + e t h a n o l  ( c o m p a r e d  t o  t r i d e n t a t a ) .  
B o t h  t a x a  h a d  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  q u a n t i t i e s  o f  m e t h a c r o l e i n + e t h a n o l  
t h a n  v a s e v a n a , and s i g n i f i c a n t l y  l e s s  q u a n t i t i e s  o f  r h o - c y m e n e ,  a i p h a -  
p h e l l a n d r e n e ,  a n d  l a c t o n e s  t h a n  n o v a . T he  r o l e  o f  s e v e r a l  o t h e r  
com pounds  i n  d e t e r m i n i n g  p r e f e r e n c e  i s  d i s c u s s e d .

Form c l a s s e s  w e r e  l e s s  c l e a r l y  d e t e r m i n e d  by c h e m i c a l  c r i t e r i a .  
Nova f o r m  c l a s s e s  w e r e  c h e m i c a l l y  i n d i s t i n g u i s h a b l e .  W v o m i n g e n s i s  and 
t r i d e n t a t a  f o r m  c l a s s e s  c o u l d  b e  c h e m i c a l l y  s e p a r a t e d  m o s t  o f  t h e  
t i m e ,  b u t  t h e  r o l e  o f  t h e  i d e n t i f y i n g  c o m p o u n d s  i n  d e t e r m i n i n g  
p r e f e r e n c e  i s  q u e s t i o n a b l e .  V a s e v a n a  f o r m  c l a s s e s  a p p e a r e d  t o  be  
s t r o n g l y  i n f l u e n c e d  by  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a c e t o n e ,  b o r n e o l ,  
a n d  r h o - c y m e n e .  P l a n t s  i n  t h e  h e a v y - u s e  f o r m  c l a s s  h a d  t h e  l o w e s t  
l e v e l s  o f  t h e s e  t h r e e  compounds .
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INTRODUCTION

K n o w le d g e  o f  t h e  m o t i v a t i o n  b e h i n d  u n g u l a t e  f o r a g e  s e l e c t i o n  i s  

v i t a l  t o  p r e d i c t i n g  a n d  m a n i p u l a t i n g ,  r a n g e  f o r a g e / h e r b i v o r e  

i n t e r a c t i o n s .  T h i s  s t u d y  e x a m i n e s  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  o b s e r v e d  

m u l e  d e e r  ( O d o c o i l e u s  h e m i o n u s  h e m i o n u s )  p r e f e r e n c e  f o r  f o u r  s a g e b r u s h  

(A n t e  m i s , i  a  L. s p p . )  t a x a  a n d  c e r t a i n  c o n s t i t u e n t s  o f  s a g e b r u s h  

c h e m i s t r y ;  b a s e d  o n  p l a n t  s a m p l e s ,  a n d  s h r u b  u t i l i z a t i o n  d a t a  

c o l l e c t e d  f r o m  a  m u le  d e e r  w i n t e r  r a n g e  n e a r  G a r d i n e r ,  Montana.  The 

f o u r  t a x a  a r e  b l a c k  s a g e b r u s h  ( A. n o v a  N e l s . ) , b a s i n  b i g  s a g e b r u s h  ( A. 

_t r i d e n t a t a  N u t t ,  t r i d e n t a t a ) .  W y o m i n g  b i g  s a g e b r u s h  ( Â _ t .  

w y o m i n e e n s i s  B e e t l e  a n d  Y o u n g ) ,  a n d  m o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h  CA. t .  

v a s e v a n a  ( R y d b . )  B e e t l e ) .

A n a l y s i s  c e n t e r s  o n  a  b r o a d  g r o u p  o f  c h e m i c a l s  l o o s e l y  c a l l e d  

c r u d e  t e r p e n o i d s .  C r u d e  t e r p e n o i d s  c a n  be  d i v i d e d  i n t o  t w o  b a s i c  

f r a c t i o n s :  e s s e n t i a l  o i l s ,  i n c l u d i n g  m o n o t e r p e n e s  a n d  v o l a t i l e

n o n t e r p e n o i d s ;  a n d  n o n v o l a t i l e  c o m p o u n d s ,  p r i n c i p a l l y  t h e  

s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e s  an d  c u t i c u l a r  w a x e s  ( K e l s e y  e t  a l .  1 982) .

C ru de  t e r p e n o i d s  c o n t a i n  a  v a r i e t y  o f  i n d i v i d u a l  c o n s t i t u e n t s  (31 

w e r e  i s o l a t e d  i n  t h i s  s t u d y ) , many  o f  w h i c h  p o s e s s  a n i m a l  f e e d i n g  

d e t e r e n t  p r o p e r t i e s .  T hes e  c h e m i c a l s  a r e  l a r g e l y  l o c a t e d  i n  e p i d e r m a l  

s a c - l i k e  g l a n d s  c a l l e d  t r i c h o m e s ,  i n c r e a s i n g  t h e i r  p o t e n t i a l  

s e n s i b i l i t y  t o  m u le  d e e r  by b o t h  t a s t e  an d  s m e l l  ( K e l s e y  e t  a l .  1983) .

T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  e x p l a i n  o b s e r v e d  d i f f e r e n t i a l  

m u l e  d e e r  p r e f e r e n c e  b e t w e e n  a n d  w i t h i n  f o u r  s a g e b r u s h  t a x a  o n  t h e  

b a s i s  o f  t h e  p l a n t s  c r u d e  t e r p e n o i d  c h e m i s t r y .  I f  p l a n t  c h e m i s t r y  i s
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a  f a c t o r  i n  e s t a b l i s h i n g  p r e f e r e n c e ,  t h e n  m o r e  p r e f e r r e d  s p e c i e s  o r  

i n d i v i d u a l s  s h o u l d  h a v e  a  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  c h e m i c a l  makeup ( i n  

k i n d  o r  q u a n t i t y )  t h a n  l e s s  p r e f e r r e d  s p e c i e s  o r  i n d i v i d u a l s .

The o b j e c t i v e s  o f  t h e  s t u d y  w e r e  t o  i d e n t i f y  a n d  q u a n t i f y  t h e  

m a j o r  c o n s t i t u e n t s  o f  e p i d e r m a l  c r u d e  t e r p e n o i d s  i n  f o u r  s a g e b r u s h  

t a x a  an d  t o  c o m p a r e  t h e  r e s u l t s  o f  t h a t  a n a l y s i s  t o  o b s e r v e d  m u l e  d e e r  

p r e f e r e n c e  f o r  t h o s e  t a x a .
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LITERATURE REVIEW

The r e l a t i v e  p a l a t a b i l i t y  o f  w e s t e r n  s a g e b r u s h  s p e c i e s  t o  m u l e  

d e e r  a p p e a r s  t o  b e  l o w  ( S m i t h  a n d  H u b b a r d  1 9 5 4 ,  A n d e r s o n  e t  a l .  

1972 ) ,  b u t  w i d e l y  v a r i a b l e  a n d  s i g n i f i c a n t  u t i l i z a t i o n  o f  s a g e b r u s h  

d o e s  o c c u r ,  e s p e c i a l l y  on s e a s o n a l l y  o c c u p i e d  m u l e  d e e r  w i n t e r  r a n g e s  

( W e l c h  e t  a l .  1 9 8 1 ) .  On t h e  G a r d i n e r  w i n t e r  r a n g e  i n  s o u t h w e s t e r n  

M o n t a n a ,  b i g  s a g e b r u s h  a n d  b l a c k  s a g e b r u s h  c a n  i n c u r  h e a v y  s e a s o n a l  

u s e  ( W a m b o l t  I 9 8 3 ) .  H e a v y  u s e  i n  w i n t e r  may  be  d u e  t o  t h e  e v e r g r e e n  

n a t u r e  o f  t h e  s h r u b  an d  lo w  a l t e r n a t e  f o r a g e  a v a i l a b i l i t y .

W h i l e  t h i s  s t u d y  i s  n o t  c o n c e r n e d  w i t h  t h o s e  f a c t o r s  t h a t  a f f e c t  

t h e  r e l a t i v e  p r e f e r e n c e  b e t w e e n  s a g e b r u s h  s p e c i e s  an d  o t h e r  f o r a g e s ,  

i t  i s  s t i l l  i m p o r t a n t  t o  c o n s i d e r  how t h o s e  f a c t o r s  ( g r a z i n g  s t i m u l i )  

c o n t r i b u t e  t o  o r  c o n t r o l  t h e  a n i m a l ’ s  f o r a g e  s e l e c t i o n  p r o c e s s .  The 

p r o c e s s  i s  one  o f  p e r c e i v i n g  s t i m u l i  a n d  r e s p o n d i n g  t o  them .

S k i l e s  (1 984)  s t a t e d  t h a t  a n i m a l s  c a n  show one o f  t h r e e  m u t u a l l y  

e x c l u s i v e  r e s p o n s e s  t o  an y  g r a z i n g  s t i m u l i :  I )  P o s i t i v e ,  m e a n i n g  t h a t  

t h e  a n i m a l  p r e f e r s  t h a t  s t i m u l u s ;  2) N e g a t i v e ,  m e a n i n g  t h a t  t h e  a n i m a l  

w i l l  a v o i d  t h a t  s t i m u l u s ; and  3) N e u t r a l ,  t h e  s t i m u l u s  h a s  no e f f e c t  

on t h e  a n i m a l ’ s  p r e f e r e n c e  f o r  a  f o r a g e  p o s s e s s i n g  t h a t  s t i m u l u s .  A 

p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e  s t i m u l i  may s t i l l  n o t  a f f e c t  f o r a g e  p r e f e r e n c e  i f  

t h e  s t i m u l i  i s  e q u a l l y  p r e s e n t  i n  a l l  f o r a g e  c h o i c e s .  T h i s  c a n  

f u r t h e r  l i m i t  a n  a n i m a l ’ s  p e r c e p t u a l  a b i l i t y  t o  d i s c r i m i n a t e  am o n g  

f o r a g e  c h o i c e s  an d  may f o r c e  th em  t o  c o n s i d e r  o t h e r  c r i t e r i a .

The R o l e  o f  t h e  S e n s e s

W h i l e  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  w h a t  m o t i v a t e s  p r e f e r e n t i a l  s e l e c t i o n
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o f  f o r a g e  by u n g u l a t e s  i s  l i m i t e d ,  i t  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  t h e  

s p e c i a l  s e n s e s  o f  t o u c h ,  s i g h t ,  t a s t e ,  a n d  s m e l l ,  a l o n e ,  o r  i n  

c o m b i n a t i o n ,  a r e  u s e d  t o  d i f f e r e n t i a t e  a c c e p t a b l e  f r o m  l e s s  a c c e p t a b l e  

o r  u n a c c e p t a b l e  p l a n t s .  W i t h  r e g a r d  o n l y  t o  f o r a g e  s e l e c t i o n  by m u l e  

d e e r  b e t w e e n  t h e  t h r e e  s u b s p e c i e s  o f  b i g  s a g e b r u s h  a n d  b l a c k  

s a g e b r u s h ,  i t  w o u l d  s e e m  t h a t  o n l y  t a s t e  a n d  s m e l l  a r e  u l t i m a t e l y  

i m p o r t a n t  ( L o n g h u r s t  e t  a l .  1 968).

K r u e g e r  e t  a l .  (19 74)  r e p o r t e d  t h a t  t o u c h  and s i g h t  s e l e c t i o n  by 

u n g u l a t e s  i s  r e l a t e d  t o  s u c h  s p e c i f i c  p l a n t  c o n d i t i o n s  a s  s u c c u l e n c e ,  

c o a r s e n e s s ,  a n d  g r o w t h  f o r m .  W h i l e  m u l e  d e e r  may s e l e c t  s a g e b r u s h  

o v e r  o t h e r  f o r a g e s  i n  w i n t e r  on t h e  b a s i s  o f  s u c c u l e n c e ,  a l l  s a g e b r u s h  

s a m p l e s  t e s t e d  i n  t h i s  s t u d y  showed s i m i l i a r  w a t e r  c o n t e n t s — e q u a l  

s u c c u l e n c e — a n d  s i m i l i a r  g r o s s  m o r p h o l o g y .

C o o k  a n d  S t o d d a r t  ( I 9 6 0 )  s h o w e d  t h a t  r e p e a t e d  h e r b a g e  r e m o v a l  

c o u l d  i n d u c e  a  h e d g e d  a p p e a r a n c e  i n  b i g  s a g e b r u s h .  M c N e a l  ( 1 9 8 4 )  

f o u n d  t h a t  s u b j e c t i v e l y  a s s i g n e d  f o r m  c l a s s e s  i n  b i g  s a g e b r u s h  

r e f l e c t e d  a c t u a l  g r a z i n g  u s e .  K e l s e y  ( 1 9 8 5 )  o b s e r v e d  no  v i s i b l e  

m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e  i n  m o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h  f o l l o w i n g  t w o  y e a r s  o f  

c l i p p i n g  50% o f  a n n u a l  g r o w t h .  I f  s a g e b r u s h  p l a n t s  c a n  b e  t r a i n e d  

i n t o  r e c o g n i z a b l e  f o r m  c l a s s e s ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  s e v e r a l  y e a r s  o f  

c o n t i n u o u s  b r o w s i n g  a r e  r e q u i r e d  t o  v i s i b l y  a l t e r  p l a n t  m o r p h o l o g y .  

Form c l a s s e s  t h e n  c a n  be  v i e w e d  a s  i n d i c a t o r s  o f  h i s t o r i c  p r e f e r e n c e  

f o r  i n d i v i d u a l  p l a n t s .

S i n c e  i n d i v i d u a l  s a g e b r u s h  p l a n t s  t h a t  r e c e i v e  h e a v y ,  h a b i t u a l  

g r a z i n g  u s e  may be  t r a i n e d  i n t o  r e c o g n i z a b l y  d i f f e r e n t  f o r m s ,  i t  c a n  

be a r g u e d  t h a t  m u l e  d e e r  may u s e  s i g h t  t o  s e l e c t  h i s t o r i c a l l y  g r a z e d
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( a n d  p r e s u m a b l y  more  p r e f e r r e d )  p l a n t s .  However ,  o c u l a r  s e l e c t i o n  o f  

p l a n t s  i s  n o t  c o n s i d e r e d  i m p o r t a n t  o n  t h e  G a r d i n e r  s t u d y  a r e a  f o r  

t h r e e  r e a s o n s :

1) Y o u n g  s a g e b r u s h  p l a n t s  m u s t  be  i n i t i a l l y  s e l e c t e d  by s o m e  

o t h e r  m e a n s  ( t a s t e / s m e l l )  t o  e v e r  b e  t r a i n e d  i n t o  a  r e c o g n i z a b l e  

h e a v y - u s e  f o r m  c l a s s .

2 )  P l a n t s ,  e v e n  i f  i n i t i a l l y  s e l e c t e d  by s i g h t ,  a r e  u l t i m a t e l y  

a c c e p t e d  o r  r e j e c t e d  o n  a  t a s t e  a n d / o r  s m e l l  b a s i s  ( L o n g h u r s t  e t  a l .  

1 9 6 8 ,  S c h w a r t z  e t  a l .  1 980) .

3) P e r s o n a l  f i e l d  o b s e r v a t i o n s  r e v e a l e d  w i d e s p r e a d  u s e  on p l a n t s  

i n  a n  o b v i o u s ,  grow t h y ,  l i g h t - u s e  f o r m  c l a s s .  W h i l e  t h a t  may r e f l e c t  

a  s i t u a t i o n  w h e r e  h e a v y  g r a z i n g  p r e s s u r e  f o r c e s  u s e  o n  n o n - s i g h t -  

p r e f e r r e d  p l a n t s ,  t h o s e  s a m e  p l a n t s  a n d  s i g h t - p r e f e r r e d  p l a n t s  ( i f  

s u c h  c a t e g o r i e s  e x i s t )  a r e  s t i l l  u l t i m a t e l y  a c c e p t e d  o r  r e j e c t e d  a f t e r  

t h e  a n i m a l  s m e l l s  o r  t a s t e s  t h e  p l a n t .

I f ,  a s  p r o p o s e d ,  t o u c h  a n d  s i g h t  a r e  n o t  i m p o r t a n t  t o  m u l e  d e e r  

i n  s e l e c t i n g  among s a g e b r u s h  p l a n t s ,  t h e n  s m e l l  a n d / o r  t a s t e  m u s t  be.

S e l e c t i o n  M o t i v a t i o n  B as ed  on  T a s t e  and S m e l l

I f  m u l e  d e e r  s e l e c t  s a g e b r u s h  by t a s t e  and s m e l l ,  w h a t  a r e  t h e y  

s e l e c t i n g  f o r  o r  a g a i n s t ?

I t  h a s  l o n g  b e e n  a r g u e d  t h a t  w i l d  u n g u l a t e s  p o s s e s s  some s o r t  o f  

• n u t r i t i o n a l  w i s d o m '  t h a t  a l l o w s  t h e m  t o  s e l e c t  t h e  m o s t  n u t r i t i o u s  

f o r a g e  a v a i l a b l e  ( S w i f t  1 9 4 8 ) .  Th e s u p p o s e d  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  

n u t r i t i o n a l  v a l u e  a n d  f o r a g e  s e l e c t i o n  i s  n o t  a p p a r e n t  i n  m u l e  

d e e r / s a g e b r u s h  i n t e r a c t i o n s .
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Nagy  e t  a l .  (1964. )  a n d  Oh e t  a l .  ( 1 9 6 7 )  f o u n d  t h e  v o l a t i l e  o i l  

c o n t e n t  o f  b i g  s a g e b r u s h  t o  b e  i n v e r s e l y  c o r r e l a t e d  t o  i t s  

d i g e s t i b i l i t y .  Y e t  K e l s e y  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  f o u n d  t h e  h i g h e s t  v o l a t i l e  

o i l  c o n t e n t  i n  t h e  m o s t  p r e f e r r e d  t a x o n .  W e l c h  a n d  P e d e r s o n  ( 1 9 8 1 )  

a l s o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  m o s t  d i g e s t i b l e  s a g e b r u s h  a c c e s s i o n s  w e r e  among 

t h e  l e a s t  p r e f e r r e d ,  w h i l e  W e l c h  a n d  M c A r t h u r  ( 1 9 7 9 )  f o u n d  t h e  s a m e  

i n v e r s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c r u d e  p r o t e i n  a n d  p r e f e r e n c e  r a n k .  Sheehy 

(1 97 5)  f o u n d  no c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  d i g e s t i b i l i t y  an d  p r e f e r e n c e  among 

s a g e b r u s h  a n d  f u r t h e r  r e p o r t e d  no  s i g n i f i c a n t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

p r e f e r e n c e  r a n k  and  c r u d e  p r o t e i n ,  f i b e r ,  o r  l i g n i n  c o n t e n t .  T h e r e  i s  

no e v i d e n c e  t o  d a t e  t h a t  s u g g e s t s  n u t r i t i o n a l  w isdom  i s  p l a y i n g  a  r o l e  

i n  m u l e  d e e r  s e l e c t i o n  among s a g e b r u s h  p l a n t s .

On t h e  o t h e r  h a n d ,  a  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  l o w  a v e r a g e  

p r e f e r e n c e  f o r  s a g e b r u s h  i s  t h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  s e c o n d a r y  

m e t a b o l i c  c o m p o u n d s  t h e y  t y p i c a l l y  c o n t a i n .  C r u d e  t e r p e n o i d s  

c o n s t i t u t e  t h e  m a j o r  f r a c t i o n  o f  s e c o n d a r y  co m pounds ;  up  t o  24.8% o f  

d r y  m a t t e r  ( K e l s e y  e t  a l .  1 9 8 2 )  o r  m o r e .  A l s o  p r e s e n t  a r e  l e s s e r  

a m o u n t s  o f  c o u m a r i n s  ( S h a f i z a d e h  a n d  M e l n i k o f f  19 7 0 ) ,  f l a v o n o i d s  

( R o d r i q u e z  e t  a l .  1 972) ,  and some h i g h l y  v o l a t i l e  n o n - t e r p e n o i d s  s u c h  

a s  a c e t o n e  a n d  m e t h a c r o l e i n  ( S c h o l l  e t  a l .  1 9 7 7 ) .  Th e p r o p e r t i e s  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n d i v i d u a l  c o m p o u n d s  t h a t  m a k e  u p  t h e  c r u d e  

t e r p e n o i d s ,  a n d  t h e  s e n s i t i v e  o l f a c t o r y  a n d  g u s t a t o r y  d e t e c t i o n  

a b i l i t i e s  o f  m u l e  d e e r ,  s t r o n g l y  s u g g e s t  a n  o t h e r  t h a n  n e u t r a l  

r e s p o n s e  by m u l e  d e e r  t o  c r u d e  t e r p e n o i d  s t i m u l i  ( L o n g h u r s t  e t  a l .

1 96 8 ) .  I f  c r u d e  t e r p e n o i d s  a l s o  o c c u r  i n  s e n s i b l y  d i f f e r e n t  

q u a n t i t i e s  b e t w e e n  i n d i v i d u a l s  o r  s p e c i e s ,  t h e n  c e r t a i n  c o m p o n e n t s  o f
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t h e  c r u d e  t e r p e n o i d s  may a l s o  d e t e r m i n e  p r e f e r e n c e  b e t w e e n  i n d i v i d u a l  

s a g e b r u s h  p l a n t s  a s  w e l l .

G o a t c h e r  a n d  C h u r c h  ( 1 9 7 0 )  s t u d i e d  d o m e s t i c  r u m i n a n t s  a n d  

c o n c l u d e d  t h a t  o f  t h e  f o u r  p r i m a r y  t a s t e  s e n s a t i o n s  ( s w e e t ,  s o u r ,  

s a l t y ,  b i t t e r ) ,  b i t t e r n e s s  w a s  t h e  m o s t  s t i m u l a t o r y  t a s t e  an d  w a s  t h e  

m o s t  i m p o r t a n t  i n  d e t e r m i n i n g  f o r a g e  p r e f e r e n c e s .  C r u d e  t e r p e n o i d s  

c o n t a i n  a  n um ber  o f  b i t t e r  co m pounds ,  p a r t i c u l a r l y  t h e  s e s q u i t e r p e n e  

l a c t o n e s  ( R o d r i q u e z  e t  a l .  1976).  I n  a d d i t i o n ,  a  n u m b e r  o f  com pounds  

a r e  l i s t e d  a s  s k i n  and  e y e  i r r i t a n t s ,  a n d / o r  a r e  t o x i c  i f  i n g e s t e d  i n  

s u f f i c i e n t  q u a n t i t i e s  ( T a t k e n  an d  L e w i s ,  1983) .  Many o f  t h e  compounds  

h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  a c t  a s  i n s e c t  f e e d i n g  d e t e r r e n t s  a n d  

r e p e l l a n t s ,  p h y t o t o x i n s ,  a n t i m i c r o b i a l  a g e n t s ,  a n d  p l a n t  g r o w t h  

i n h i b i t o r s  ( K e l s e y  e t  a l .  1 9 8 4 ) .  And m o s t  a r e  l o c a t e d  i n  e p i d e r m a l  

s a c - l i k e  g l a n d s  t h a t  a r e  e a s i l y  r u p t u r e d  d u r i n g  m a s t i c a t i o n ;  r e l e a s i n g  

p o t e n t  q u a n t i t i e s  o f  s e c o n d a r y  c h e m i c a l s  i n  t h e  m o u th  ( K e l s e y  e t  a l .  

1 9 8 3 ) .

Chapman and  B l a n e y  (1 97 9)  p r o v i d e  a  c o m p r e h e n s i v e  o v e r v i e w  o f  how 

a n i m a l s  d e t e c t  and p e r c e i v e  s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e s ,  w h i c h  i n c l u d e  t h e  

c r u d e  t e r p e n o i d  g r o u p .  T h ey  n o t e d  t h a t  t h e  r e s p o n s e  s t i m u l u s  o f  a  

g i v e n  c h e m i c a l  o r  compound c a n  v a r y  b e t w e e n  a n i m a l s  an d  d e p e n d s  on t h e  

a m o u n t  o f  t h e  c h e m i c a l  i n  a  f o r a g e .  T h ey  f u r t h e r  d e f i n e d  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  a  c o m p o u n d  t h a t  i s  r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  a  s e n s i b l e  

r e s p o n s e  ( t a s t e  s e n s a t i o n ,  a l l e r g i c  r e a c t i o n ,  i r r i t a t i n g  r e a c t i o n )  i n  

a n  a n i m a l  a s  a  t h r e s h o l d  l e v e l — a p a r a m e t e r  t h a t  d e p e n d s  o n  t h e  

s e n s i b i l i t y  o f  t h e  a n i m a l ,  t h e  p o t e n c y  o f  t h e  c o m p o u n d , . a n d  t h e  m i x  o f  

a s s o c i a t e d  com pounds  t h a t  c o l l e c t i v e l y  c o m p r i s e  a  f o r a g e  s a m p l e .
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A p a r t  f r o m  r e a l i z i n g  t h a t  o l f a c t i o n  a n d  g u s t a t i o n  a r e  t h e  

p r i n c i p a l  m e t h o d s  u n g u l a t e s  u s e  t o  d e t e c t  c h e m i c a l s  i n  f o r a g e s ,  we  

s t i l l  do  n o t  know t h e  r e a l  m e c h a n i s m s  o f  d e t e c t i o n ;  w h a t  s p e c i f i c  

c h a r a c t e r i s t i c s  m a k e  a  c o m p o u n d  b i t t e r  v e r s u s  s w e e t ,  o r  a t t r a c t i v e  

v e r s u s  r e p e l l e n t  ( H a r b o r n e ,  1 982) .  T h i s  m a k e s  p r e d i c t i o n  o f  u n t e s t e d  

c h e m i c a l  s t i m u l i  u n c e r t a i n .

A n im a l  P r e f e r e n c e  and  S e c o n d a r y  Compounds

S i n c e  s a g e b r u s h  i s  so  s t r o n g l y  ‘ f l a v o r e d ’ by t h e  p r e s e n c e  o f  

s e c o n d a r y  c h e m i c a l s ,  i t  i s  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  t h e s e  c h e m i c a l s  

a r e  i m p o r t a n t  c a u s a l  f a c t o r s  i n f l u e n c i n g  m u l e  d e e r  s e l e c t i o n  a m o n g  

s a g e b r u s h  ( F r e e l a n d  a n d  J a n z e n  1 9 7 4 ) .  H o w e v e r ,  r e c e n t  s t u d i e s  

a t t e m p t i n g  t o  e q u a t e  d i f f e r e n t i a l  p r e f e r e n c e  f o r  s a g e b r u s h  t o  c e r t a i n  

f r a c t i o n s  o f  t h e  p l a n t s  s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e s — l a r g e l y  t e r p e n e  a n d  

f l o r e s c e n t  p h e n o l i c  co m p o u n d s— h a v e  f a i l e d  t o  a c h i e v e  a  c o n c e n s u s  on 

w h i c h  c o m p o u n d s  o r  g r o u p s  o f  c o m p o u n d s  a r e  p l a y i n g  a  r o l e  i n  

d e t e r m i n i n g  p r e f e r e n c e .

M o s t  o f  t h e  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  c e n t e r e d  o n  t h e  m o n o t e r p e n e  

f r a c t i o n  o f  t h e  c r u d e  t e r p e n o i d s .  N a r j i s s e  ( 1 9 8 1 ) f o u n d  t h a t  g o a t s  

d i s c r i m i n a t e d  a g a i n s t  t h e  t a s t e  o f  m o n o t e r p e n e s  i n  p e l l e t e d  f e e d s  

w h i l e  s h e e p  s e l e c t e d  a g a i n s t  m o n o t e r p e n e s  by s m e l l  o n l y .  S c h w a r t z  e t  

a l .  ( 1980) d i s c o v e r e d  t h a t  t a m e  m u l e  d e e r  i n  c a f e t e r i a  f e e d i n g  t r i a l s  

p r e f e r r e d  f o r a g e s  w i t h  l o w e r  a m o u n t s  o f  v o l a t i l e  o i l s .  S c h o l l  e t  a l .  

(1977)  f o u n d  v i r t u a l l y  no c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  m u l e  d e e r  p r e f e r e n c e  and 

m o n o t e r p e n o i d  c o n t e n t ,  b u t  d i d  f i n d  a n  i n v e r s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

p r e f e r e n c e  an d  c e r t a i n  h i g h l y  v o l a t i l e  n o n - t e r p e n o i d s .  Welch e t  a l .
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( 1 9 8 3 )  a l s o  f o u n d  no  s i g n i f i c a n t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  mono t e r p e n o i d  

c o n t e n t  a n d  m u l e  d e e r  p r e f e r e n c e  a m o n g  f i v e  s a g e b r u s h  t a x a ,  w h i l e  

S h e e h y  ( 1 9 7 5 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e i g h t  

m o n o t e r p e n e s  c o u l d  a c c o u n t  f o r  90$ o f  t h e  v a r i a t i o n  o f  m u l e  d e e r  u s e  

b e t w e e n  s e v e n  s a g e b r u s h  t a x a .

O t h e r  a n i m a l  a n d  p l a n t  i n t e r a c t i o n s  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  a s  

w e l l ,  a n d  w i t h  e q u a l l y  v a r i a b l e  r e s u l t s .  R a d w a n e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  f o u n d  

t h a t  s o m e  i n d i v i d u a l  c o m p o n e n t s  o f  p o n d e r o s a  p i n e  CPinus  p o n d e r o s a ) 

s t e m  an d  r o o t  o i l s  w e r e  s t r o n g l y  r e l a t e d  t o  p o c k e t  g o p h e r  CThomomvs 

s p p . )  p r e f e r e n c e  a m o n g  i n d i v i d u a l s  o f  t h a t  p l a n t .  F a r e n t i n o s  e t  a l .  

( 1 9 8 1 ) c a m e  t o  a  s i m i l a r  c o n c l u s i o n  i n v e s t i g a t i n g  t a s s e l - e a r e d  

s q u i r r e l s  (. S c i u r u s  a b e r t i ) f e e d i n g  p r e f e r e n c e  f o r  p o n d e r o s a  p i n e  a s  

d i d  W h i t e  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  s t u d y i n g  p y g m y  r a b b i t s  ( B r a c h v l a g u s  

l d a h o e n s i s )  an d  b i g  s a g e b r u s h .  None o f  t h e  t h r e e  s t u d i e s  f o u n d  t o t a l  

m o n o t e r p e n o i d  c o n t e n t  t o  be s i g n i f i c a n t l y  r e l a t e d  t o  p r e f e r e n c e ,  b u t  

d i d  f i n d  a t  l e a s t  o n e  i n d i v i d u a l  c o m p o u n d  o f  t h a t  f r a c t i o n  t h a t  w a s  

s t r o n g l y  c o r r e l a t e d  t o  p r e f e r e n c e .

R e v i e w i n g  t h e  l i t e r a t u r e  r e v e a l e d  t w o  m a j o r  s h o r t c o m i n g s  o f  

p r e v i o u s  w o r k  i n v e s t i g a t i n g  a n i m a l  p r e f e r e n c e  a n d  p l a n t  c h e m i s t r y .  

B o th  c e n t e r  on a n a l y s i s  o f  t h e  p l a n t ' s  c h e m i s t r y .

T h e  f i r s t  p r o b l e m  e n c o u n t e r e d  i s  t h e  p i e c e m e a l  f o c u s  o f  

i n d i v i d u a l  s t u d i e s .  M o s t  i n v e s t i g a t i o n s  . e x a m i n e  o n l y  o n e  p a r t  

( s o m e t i m e s  a  m i n o r  p a r t )  o f  a  p l a n t s  s e c o n d a r y  com pou nds ,  s u c h  a s  t h e  

m o n o t e r p e n e s .  T h i s  i g n o r e s  t h e  f a c t  t h a t  o t h e r  c o m p o u n d s  m ay  be  

i n v o l v e d  an d  m u s t  be c o n s i d e r e d  t o g e t h e r  t o  i n f e r  a  c o m p l e t e  p i c t u r e  

o f  a n i m a l / c h e m i c a l  i n t e r a c t i o n .
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Th e s e c o n d  p r o b l e m  d e a l s  w i t h  t h e  m e t h o d  o f  a n a l y z i n g  t h e  

c h e m i c a l  d a t a .  W h i l e  a n y  o f  s e v e r a l  s t a t i s t i c a l  p r o c e d u r e s  c a n  b e  

u s e d ,  d e p e n d i n g  on  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n ,  o n l y  i n d i v i d u a l  compounds  

s h o u l d  b e  a n a l y z e d .  S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  o n l y  a n a l y z e d  c h e m i c a l l y  

r e l a t e d  g r o u p s  s u c h  a s  t o t a l  m o n o t e r p e n e s ,  o r  t o t a l  o x y g e n a t e d  

c o m p o u n d s ,  o r  t h e y  h a v e  c o m b i n e d  i n d i v i d u a l  p l a n t  s a m p l e s  i n t o  

c o m p o s i t e  s a m p l e s ,  i g n o r i n g  i n t e r - p l a n t  c h e m i c a l  a n d  p r e f e r e n t i a l  

v a r i a t i o n .  To l u m p  i n d i v i d u a l s  i n t o  a  g r o u p  f o r  a n a l y s i s  i s  t o  

p r o c e e d  f r o m  a  f a l s e  a s s u m p t i o n  t h a t  a l l  s a m p l e s  a r e  c h e m i c a l l y  o r  

p r e f e r e n t i a l l y  hom o g en o u s ,  o r  t h a t  t h e  i n d i v i d u a l  c h e m i c a l s  m a k i n g  up  

t h e  g r o u p  h a v e  t h e  s a m e  p r o p e r t i e s  ( i r r i t a t i n g  r e a c t i o n s  o r  t a s t e  

s e n s a t i o n s )  a n d  t h e  s a m e  t h r e s h o l d  l e v e l s  f o r  t h o s e  p r o p e r t i e s  

( p o t e n c i e s ) .  The l a t t e r  i s  t h e  l o g i c a l  e q u i v a l e n t  t o  s a y i n g  t h a t  tw o  

a p p l e s  p l u s  one  p i n e a p p l e  (3 f r u i t s )  a r e  t h e  same a s  t h r e e  o r a n g e s  (3 

f r u i t s ) .  E q u i v a l e n t  m e a s u r e s  o f  g r o s s  c h e m i c a l  c o n t e n t  ( p e r c e n t  

m o n o t e r p e n e s  o r  c r u d e  t e r p e n o i d s ) a m o n g  f o r a g e s  do  n o t  s u g g e s t  

e q u i v a l e n t  s t i m u l a t o r y  r e s p o n s e  i n  a n i m a l s  c o n s u m i n g  t h a t  f o r a g e  

u n l e s s  a n d  o n l y  i f  t h e  g r o s s  f r a c t i o n s  a r e  i d e n t i c a l  i n  m e a s u r e  a t  t h e  

i n d i v i d u a l  compound l e v e l  ( F r e e l a n d  a n d  J a n z e n  1974) .
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SITE DESCRIPTION

S a g e b r u s h  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  a  m u l e  d e e r  w i n t e r  r a n g e  

n e a r  G a r d i n e r ,  M o n t a n a ,  l o c a t e d  o n  U.S. F o r e s t  S e r v i c e  a d m i n i s t e r e d  

r a n g e l a n d ,  i m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  t o  Y e l l o w s t o n e  N a t i o n a l  Pa rk .

The a r e a  i s  d o m i n a t e d  by b i g  s a g e b r u s h  and b l a c k  s a g e b r u s h ,  and 

s a m p l e  c o l l e c t i o n  w a s  r e s t r i c t e d  t o  p l a n t s  f r o m  s o - c a l l e d  

" c a f e t e r i a s " ;  a r e a s  w h e r e  s e v e r a l  s a g e b r u s h  t a x a  o c c u r  i n  c l o s e  

p r o x i m i t y .

C a f e t e r i a s  a r e  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  a  m o s a i c  o f  d i s t i n c t  m i c r o s i t e s  

c o n t r o l l e d  b y . s l o p e  a n g l e s ,  s o i l  p r o p e r t i e s ,  a n d  e x p o s u r e ,  t h a t  i n  

t u r n  r e s u l t  i n  a  p l a n t  c o m m u n i t y  m o s t  n o t i c e a b l y  d o m i n a t e d  by a  

c o m b i n a t i o n  o f  s a g e b r u s h  t a x a  n o t  o r d i n a r i l y  f o u n d  i n  s u c h  c l o s e  

p r o x i m i t y .

C a f e t e r i a s  s t u d i e d  f a l l  i n t o  o n e  o f  s e v e r a l  h a b i t a t  t y p e s  

d e s c r i b e d  by M u e g g l e r  an d  S t e w a r t  (1 9 8 0 )  a n d  r e f i n e d  by N cN ea l  (1984) .  

By e i t h e r  c l a s s i f i c a t i o n ,  b i g  s a g e b r u s h  ( a t  l e a s t  o n e  s u b s p e c i e s )  

a n d / o r  b l a c k  s a g e b r u s h  a r e  d o m i n a n t s  o r  c o - d o m i n a n t s ,  w i t h  b l u e b u n c h  

w h e a t g r a s s  ( A g r o o v r o n  s o i c a t u m ) a n d / o r  I d a h o  f e s c u e  ( F e s t u c a  

i d a h o e n s i s ) s u b d o m i n a n t .

E l e v a t i o n s  r a n g e  f r o m  t h e  Y e l l o w s t o n e  R i v e r  b o t t o m  a t  1615m (5300 

f e e t )  t o  t h e  r o l l i n g  b e n c h e s  a t  t h e  b a s e  o f  t h e  A b s o r o k a  M o u n t a i n s  a t  

1 950m ( 6 4 0 0  f e e t ) .  P r e c i p i t a t i o n  a l o n g  t h e  e l e v a t i o n a l  g r a d i e n t  

v a r i e s  f r o m  3 0 . 5 cm (12  i n c h e s )  a l o n g  t h e  r i v e r ,  t o  a b o u t  40 cm  (16 

i n c h e s )  i n  t h e  a d j a c e n t  f o o t h i l l s  ( F a m e s  1 9 7 5 ) .  A b o u t  h a l f  o f  t h i s  

m o i s t u r e  f a l l s  a s  snow.



12

W i n t e r  f o r a g e  f o r  m u l e  d e e r  i s  l i m i t e d  t o  s h r u b  a n d  g r a s s  

s p e c i e s .  Heavy snow c o v e r  may c o n f i n e  d e e r  t o  a  s h r u b —o n l y  d i e t  f o r  

p a r t s  o f  t h e  w i n t e r .  M c N e a l  ( I 9 8 4 )  e s t i m a t e s  t h a t  4 0 0  o r  m o r e  m u l e  

d e e r  s e a s o n a l l y  o c c u p y  t h e  w i n t e r  r a n g e  a r o u n d  G a r d i n e r .

C a f e t e r i a  a r e a s  a r e  t r a v e r s e d  i n  w i n t e r  by e l k  ( C e r v u s  e l a o h u s  

n e l s o n ! ) a s  w e l l  a s  m u l e  d e e r .  H o w e v e r ,  d a t a  f r o m  G r e e r  e t  a l .  

( 1 9 7 0 ) ,  a n d  p e r s o n a l  o b s e r v a t i o n s ,  s u g g e s t  t h a t  e l k  m a k e  r e l a t i v e l y  

l i g h t  u s e  o f  s a g e b r u s h  i n  w i n t e r ,  a t  l e a s t  i n  t h e  a r e a s  s a m p l e d  i n  

I 9 8 3 .  T he  c a f e t e r i a s  w e r e  l o c a t e d  c l o s e  t o  t r a v e l l e d  r o a d s  a n d  e l k  

w e r e  h u n t e d  i n  t h e  a r e a  u n t i l  F e b r u a r y .  M u l e  d e e r  i n  c o n t r a s t  w e r e  

n o t  h u n t e d  a f t e r  N o v e m b e r  a n d  w e r e  o b s e r v e d  i n  l a t e  J a n u a r y  t o  be  

q u i t e  t a m e ,  g r a z i n g  a t  m i d - d a y  o n  t h e  c a f e t e r i a s  a n d  s e e m i n g l y  

o b l i v i o u s  t o  p a s s i n g  t r a f f i c .  M o s t  o f  t h e  o b s e r v e d  s a g e b r u s h  

u t i l i z a t i o n  on  t h e  c a f e t e r i a s  s a m p l e d  i n  1983 c a n  be  a t t r i b u t e d  t o  

t h e  w i n t e r i n g  m u l e  d e e r  p o p u l a t i o n .  M u l e  d e e r  w e r e  o b s e r v e d  

c o n s i s t e n t l y  o n  t h e  c a f e t e r i a  a r e a s ,  a c t i v e l y  b r o w s i n g  s a g e b r u s h  

t h r o u g h o u t  t h e  w i n t e r  and i n t o  s p r i n g  ( A p r i l ) .



13

EXPERIMENTAL

Sample  C o l l e c t i o n

P l a n t  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  i n  e a r l y  F e b r u a r y  f r o m  c a f e t e r i a  

a r e a s  e x h i b i t i n g  a  g r a d i e n t  o f  l i g h t  t o  h e a v y  u s e  m e a s u r e d  b e t w e e n  

i n d i v i d u a l  p l a n t s .  C o l l e c t i o n s  w e r e  t i m e d  t o  c o i n c i d e  w i t h  t h e  m o s t  

i n t e n s e  b r o w s i n g  p e r i o d ,  w h e n  i t  i s  b e l i e v e d  t h a t  t h e  i n f l u e n c e  o f  

s e c o n d a r y  com po und s  o n  p r e f e r e n c e  i s  e s t a b l i s h e d  ( S c h o l l  e t  a l .  1977) .

Ten p l a n t s  w e r e  s u b j e c t i v e l y  s e l e c t e d  t o  r e p r e s e n t  e i t h e r  a  m o r e  

p r e f e r r e d ,  o r  l e s s  p r e f e r r e d  i n d i v i d u a l  o f  e a c h  o f  t h e  f o u r  t a x a ,  

u s i n g  f o r m  c l a s s e s  a s  t h e  c r i t e r i a  o f  s e l e c t i o n .  F i v e  p l a n t s  

r e p r e s e n t i n g  t h e  l i g h t - u s e  f  o rm  c l a s s  ( o p e n ,  g r o w  t h y ,  r e l a t i v e l y  

u n b r a n c h e d  c r o w n s ) ,  an d  f i v e  p l a n t s  r e p r e s e n t i n g  t h e  h e a v y - u s e  f o r m  

c l a s s  ( d e n s e ,  i n t r i c a t e l y  b r a n c h e d  c r o w n s ,  c l u b - l i k e  a p p e a r a n c e )  made 

up  t h e  t e n  i n d i v i d u a l s  s a m p l e d  f o r  e a c h  t a x o n .

' i n d i v i d u a l  p l a n t  u t i l i z a t i o n  w a s  n o t  e s t i m a t e d  s i n c e  m u l e  d e e r  

w e r e  a c t i v e l y  g r a z i n g  p l a n t s  a t  t h e  t i m e  o f  c o l l e c t i o n  a n d  w e r e  

o b s e r v e d  t o  c o n t i n u e  h e a v y  u s e  i n t o  A p r i l .  Form c l a s s e s  w e r e  u s e d  t o  

e s t i m a t e  p r e f e r e n c e  w i t h i n  a  t a x a  a n d  a  t w o  y e a r  u t i l i z a t i o n  s t u d y  by 

W a m b o l t  ( 1 9 8 3 )  o f  p e r m a n e n t l y  t a g g e d  s a g e b r u s h  p l a n t s  o n  t h e  s a m e  

c a f e t e r i a s  w a s  u s e d  t o  e s t i m a t e  p r e f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  f o u r  t a x a .  

T h i s  a l l o w e d  f o r  w i t h i n ,  a s  w e l l  a s  b e t w e e n  t a x a  c o m p a r i s o n  o f  

c h e m i c a l  makeup  t o  r e l a t i v e  p r e f e r e n c e .

A s a m p l e  c o n s i s t e d  o f  15 g r a m s  o f  c u r r e n t  y e a r s  l e a v e s  a n d  

s t e m s — c l o s e l y  a p p r o x i m a t i n g  t h e  a c t u a l  t i s s u e  consum ed  by m u l e  d e e r .  

P l a n t  s a m p l e s  w e r e  s e a l e d  i n  i n d i v i d u a l ,  a i r  t i g h t  p l a s t i c  b a g s ,
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d o u b l e  b a g g e d ,  p l a c e d  o n  d r y  i c e ,  a n d  t r a n s p o r t e d  t o  a  f r e e z e r  f o r  

s t o r a g e  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  c h e m i c a l l y  a n a l y z e d .

C h e m i c a l  a n a l y s i s

C ru de  t e r p e n o i d  i s o l a t i o n :

E p i d e r m a l  c r u d e  t e r p e n o i d s  w e r e  r e m o v e d  w i t h  a  r a p i d  c h l o r o f o r m  

( C H C lg )  e x t r a c t i o n  ( K e l s e y  e t  a l .  1 9 8 2 ) .  S e v e n  t o  e i g h t  g r a m s  o f  

f r o z e n  l e a f  a n d  s t e m  t i s s u e  w e r e  b r o u g h t  t o  r o o m ,  t e m p e r a t u r e  i n  a  

s e a l e d  p l a s t i c  b a g ,  p l a c e d  i n  a  b e a k e r  w i t h  2 4 m l  o f  c h l o r o f o r m  p e r  

g r a m  o f  t i s s u e ,  a n d  s t i r r e d  g e n t l y  f o r  5 m i n u t e s .  Th e e x t r a c t  w a s  

t h e n  f i l t e r e d  t h r o u g h  s h a r k s k i n  ( S c h l e i c h e r  an d  S C h u e l l )  f i l t e r  p a p e r  

i n t o  a  p r e w e i g h e d  r o u n d  b o t t o m  f l a s k  f o r  c o n c e n t r a t i o n .  ' E x t r a c t e d  

t i s s u e ,  i n c l u d i n g  h a i r s  t h a t  c o l l e c t e d  i n  t h e  f i l t e r  p a p e r ,  w a s  d r i e d  

a t  IOO0 C o v e r n i g h t ,  d e s i c c a t e d ,  and r e w e i g h e d  t o  d e t e r m i n e  s a m p l e  d r y  

w e i g h t .

Th e r o u n d - b o t t o m  f l a s k  c o n t a i n i n g  t h e  e x t r a c t  w a s  p l a c e d  o n  a  

r o t o - e v a p o r a t o r  u n d e r  vac uum  a n d  t h e  c h l o r o f o r m  w a s  e v a p o r a t e d  w i t h  a  

30 °C  w a t e r  b a t h  ( e x t r a c t  a c h i e v e d  a n  o i l  l i k e  c o n s i s t e n c y ) .  W a te r  b a t h  

t e m p e r a t u r e  w a s  t h e n  i n c r e a s e d  t o  60°C a n d  r o t o - e v a p o r a t i o n  c o n t i n u e d  

f o r  one h o u r  t o  d r i v e  o f f  t h e  r e s i d u a l  c h l o r o f o r m .  The f l a s k  w a s  t h e n  

d r i e d  t h o r o u g h l y ,  d e s i c c a t e d  f o r  30 m i n u t e s ,  a n d  r e w e i g h e d  t o  

d e t e r m i n e  c r u d e  t e r p e n o i d  e x t r a c t  w e i g h t .

S t e a m  d i s t i l l a t i o n  w a s  u s e d  t o  s e p e r a t e  t h e  e x t r a c t  i n t o  v o l a t i l e  

( e s s e n t i a l  o i l s )  a n d  n o n - v o l a t i l e  ( s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e )  f r a c t i o n s .  

The d r i e d  e x t r a c t  w a s  r e d i s s o l v e d  i n  c h l o r o f o r m  an d  s t e a m  w a s  b u b b l e d  

t h r o u g h  t h e  s o l u t i o n  f o r  10 m i n u t e s .  V o l a t i l e  compounds  w e r e  c a p t u r e d



i n  a  c o l d  w a t e r  ( I O 0 C) c o n d e n s e r  and c o l l e c t e d  i n  a  r o u n d - b o t t o m  f l a s k  

w i t h  c h l o r o f o r m  and  w a t e r .  N o n - v o l a t i l e  c o m p o n e n t s  r e m a i n e d  i n  t h e  

d i s t i l l a t i o n  f l a s k  w i t h  c o n d e n s e d  w a t e r .  R e s u l t i n g  v o l a t i l e  and non­

v o l a t i l e  f r a c t i o n s  w e r e  c o n c e n t r a t e d  a s  a b o v e  f o r  t h e  c r u d e  t e r p e n o i d  

f r a c t i o n ,  d r i e d ,  and w e i g h e d .

E s s e n t i a l  o i l s  a n a l y s i s :

The d r i e d  e s s e n t i a l  o i l  f r a c t i o n  f r o m  t h e  c r u d e  t e r p e n o i d  e x t r a c t  

w a s  s e p a r a t e d  i n t o  i n d i v i d u a l  compo unds  by g a s - l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  

(GLC).  A 0.1 u l . s a m p l e  o f  e x t r a c t  w a s  i n j e c t e d  o n t o  a  4m c o l u m n  o f  

10$ Carbow ax  (TPA) on Gas  Chrom Q, 8 0 / 1 0 0  -  1 0 0 /1 2 0  m esh ,  i n  a  V a r i a n  

A e r o g r a p h  1 800 g a s  c h r o m a t o g r a p h  w i t h  a  f l a m e  i o n i z a t i o n  d e t e c t o r  and 

n i t r o g e n  c a r r i e r  g a s .  Column t e m p e r a t u r e  w a s  p r o g r a m m e d  f o r  50 -2 00°C ,  

w i t h  a  1 0 ° / m i n  r i s e  an d  f i n a l  t e m p e r a t u r e  h o l d .  C h r o m a t o g r a m s  w e r e  

p r i n t e d  o n  a  H e w l e t t  P a c k a r d  3 3 8 0 A i n t e g r a t o r  r e c o r d e r .  I n t e g r a t o r  

c o n v e r s i o n  f a c t o r s  f o r  q u a n t i f y i n g  i n d i v i d u a l  o i l '  c o m p o n e n t s  w e r e  

d e t e r m i n e d  by i n j e c t i n g  known q u a n t i t i e s  o f  m e t h a c r o l e i n  an d  camphor  

a s  r e f e r e n c e  c o m p o u n d s .  C o n c e n t r a t i o n s  w e r e  t h e n  s t a n d a r d i z e d  by 

a d j u s t i n g  f o r  i n i t i a l  s a m p l e  d r y  w e i g h t s  an d  a r e  e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t  

o f  s a m p l e  d r y  w e i g h t .

C o m p o u n d s  w e r e  i d e n t i f i e d  by c o m p a r i s o n  o f  r e t e n t i o n  t i m e s  t o  

known r e f e r e n c e s ,  and by GLC/mass  s p e c t r o m e t r y .  A p p r o x i m a t e l y  0 . 0 5 -  

0.1 u l  o f  e s s e n t i a l  o i l  ( n e a t )  w a s  i n j e c t e d  o n t o  t h e  GLC c o l u m n  (4m,  

10$ C a r b o w a x  o n  8 0 / 1 0 0  CWHP, He c a r r i e r  g a s )  w i t h  a  p r o g r a m m e d  

t e m p e r a t u r e  o f  5 0 - 2 0 0 ° C  a t  1 0 ° / m i n .  M a s s  s p e c t r a  o f  t h e  o i l  

c o m p o n e n t s  w e r e  i d e n t i f i e d  by c o m p a r i s o n  w i t h  known r e f e r e n c e  s a m p l e s

15
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a n d  p u b l i s h e d  s p e c t r a  ( S t e n h a g e n  e t  a l .  I 9 7 4 ,  E p s t e i n  e t  a l .  I 9 7 6 ) .  

T e n  o f  t h e  t w e n t y  c o m p o u n d s  i s o l a t e d  c o u l d  n o t  b e  i d e n t i f i e d ,  b u t  

t o g e t h e r  c o n s t i t u t e d  a  v e r y  m i n o r  f r a c t i o n  o f  t h e  t o t a l  e s s e n t i a l  

o i l s . . , . :  v r

S e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e  a n a l y s i s :

A n a l y s i s  o f  t h e  n o n - v o l a t i l e  f r a c t i o n  o f  t h e  c r u d e  t e r p e n o i d  

e x t r a c t  c e n t e r e d  o n  i s o l a t i o n ,  q u a l i f i c a t i o n ,  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  

s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e s ; o n e  o f  t h e  m a j o r  c o n s t i t u e n t s  i n  t h a t  

f r a c t i o n .  O t h e r  c o n s t i t u e n t s  p r e s e n t  b u t  n o t  s t u d i e d  i n c l u d e d  

c u t i c u l a r  w a x e s ,  s o m e  f l a v o n o i d s ,  a n d  p o s s i b l y  o t h e r  u n k n o w n  

compounds .

D r i e d  n o n - v o l a t i l e  e x t r a c t s  f r o m  e a c h  p l a n t  s a m p l e  w e r e  d i s s o l v e d  

i n  c h l o r o f o r m  o r  a  m i x t u r e  o f  c h o r o f o r m  and e t h a n o l ,  a n d  d i l u t e d  t o  a  

v o l u m e  o f  25.0  ml w i t h  t h e  sam e s o l v e n t .  A m e a s u r e d  v o l u m e  ( b e t w e e n  2 

and  6 u l )  w a s  i n j e c t e d  o n t o  a  1.83m c o l u m n  o f  3% OV-17 o n  Gas Chrom Q, 

1 0 0 - 1 2 0  mesh ,  i n  a  V a r i a n  A e r o g r a p h  1 800 GLC. Column t e m p e r a t u r e  w a s  

s e t  i s o t h e r m a l l y  a t  2 0 5 ° C  f o r  t h e  e n t i r e  a n a l y s i s .  C h r o m a t o g r a m s  

w e r e  p r i n t e d  on  a  H e w l e t t  P a c k a r d  3 3 8 0 A i n t e g r a t o r  r e c o r d e r .  A 2.0 u l  

s t a n d a r d  o f  t h e  s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e  m a t r i c a r i n  w a s  a l s o  r u n  t o  

d e t e r m i n e  a  r e s p o n s e  f a c t o r  f o r  u s e  i n  q u a n t i f y i n g  s e s q u i t e r p e n e  

l a c t o n e s  t h a t  w e r e  t o  b e  i d e n t i f i e d  l a t e r  u s i n g  t h i n - l a y e r  

c h r o m a t o g r a p h y  (TLC), i n f r a r e d  s p e c t r o s c o p y  ( I R ) ,  and GLC.

F o r  TLC a n a l y s i s ,  m i c r o l i t e r  q u a n t i t i e s  o f  d i l u t e d  e x t r a c t s  w e r e  

s p o t t e d  o n  0 . 5  mm s i l i c a  g e l  G TLC p l a t e s  a n d  d e v e l o p e d  i n  C H C l g i p e t  

e t h e r  : E t 0 H  ( 5 : 4 : 1 ) .  S p o t s  w e r e  v i s u a l i z e d  b y  s p r a y i n g  w i t h
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c o n c e n t r a t e d  s u l f u r i c  a c i d  and  h e a t i n g  a t  IO O -I I O 0C. The p l a t e s  w e r e  

h e a t e d  10-60 m i n u t e s ,  p h o t o g r a p h e d ,  r e t u r n e d  t o  t h e  o v e n  f o r  c o m p l e t e  

c h a r r i n g ,  and t h e n  p h o t o g r a p h e d  a g a i n  ( K e l s e y  e t  a l .  1 9 7 6 ) .

To i s o l a t e  a n d  i d e n t i f y  s p e c i f i c  c o m p o u n d s  a s  s e s q u i t e r p e n e  

l a c t o n e s ,  m e a s u r e d  a l i q u o t s  w e r e  t a k e n  f r o m  e a c h  e x t r a c t  an d  c o m b i n e d  

by t a x a .  C o m p o u n d s  w e r e  s e p a r a t e d  a n d  p u r i f i e d  by p r e p a r a t i v e  TLC 

u s i n g  1.0 mm t h i c k  s i l i c a  g e l  G p l a t e s .  C o m p o u n d  l o c a t i o n s  w e r e  

v i s u a l i z e d  w i t h  i o d i n e  v a p o r ;  t h e  s i l i c a  g e l  w a s  t h e n  s c r a p e d  f r o m  t h e  

p l a t e ,  w a s h e d  w i t h  s o l v e n t  (CHC l3 , CHCl3 SEtOH, a n d  E t O H ) , a n d  

f i l t e r e d .  The s o l v e n t  w a s  e v a p o r a t e d  f r o m  t h e  c o m b i n e d  w a s h e s  a n d  

i s o l a t e d  c o m p o u n d s  w e r e  c o m p a r e d  w i t h  r e f e r e n c e  s a m p l e s  u s i n g  TLC, 

GLC, an d  IR s p e c t r o s c o p y .

F o r  IR q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e  c o n c e n t r a t i o n ,  

a  N i c o l e t  m o d e l  MX-I F o u r i e r  T r a n s f o r m  I n f r a r e d  S p e c t r o m e t e r  w a s  u sed .  

Th e b a s i n  b i g  s a g e b r u s h  e x t r a c t s  w e r e  a n a l y z e d  i n  a  B e c k m a n  l i q u i d  

c e l l  w i t h  a  0 . 0 2 5  cm p a t h  l e n g t h  b e t w e e n  NaCl  p l a t e s .  The o t h e r  

e x t r a c t s  w e r e  h e l d  i n  a  R e s e a r c h  and I n d u s t r i a l  I n s t r u m e n t s  Co. l i q u i d  

c e l l  w i t h  a  0.05 cm p a t h  l e n g t h  b e t w e e n  NaCl  p l a t e s .  Q u a n t i f i c a t i o n  

o f  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e  i n  a  s a m p l e  w a s  

a c c o m p l i s h e d  by c o m p a r i n g  t h e  i n t e g r a t e d  a r e a  o f  t h e  l a c t o n e  m o i e t y  

a b s o r b a n c e  b a n d  w i t h  t h a t  o f  a  r e f e r e n c e  c o m p o u n d  a t  k n o w n  

c o n c e n t r a t i o n s .  D e a c e t y l m a t r i c a r i n  a n d  c u m a m b r i n  B w e r e  u s e d  a s  

r e f e r e n c e s  f o r  b a s i n  b i g  s a g e b r u s h  and  b l a c k  s a g e b r u s h  r e s p e c t i v e l y .  

D e a c e t o x y m a t r i c a r i n  w a s  t h e  r e f e r e n c e  u s e d  f o r  m o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h .  

The e x t r a c t s  o f  Wyoming b i g  s a g e b r u s h  g a v e  no m e a s u r a b l e  l a c t o n e  p eak ;  

t h e r e  w e r e  e i t h e r  no s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e s  p r e s e n t ,  o r  o n l y  v e r y  low
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c o n c e n t r a t i o n s ,  b e lo w  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t s  o f  t h i s  t e c h n i q u e .  

H e a d s p a c e  t e c h n i q u e :

R i g o r o u s  d i s t i l l a t i o n ,  e v a p o r a t i o n ,  and d r y i n g  p r o c e d u r e s  u s e d  i n  

c r u d e  t e r p e n o i d  i s o l a t i o n  r e s u l t  i n  a  l o s s  o f  h i g h l y  v o l a t i l e  

c o m p o u n d s  f r o m  t h e  e s s e n t i a l  o i l  f r a c t i o n .  To c o m p e n s a t e  f o r  t h i s ,  

h e a d s p a c e  v a p o r s  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o c e d u r e  

r e p o r t e d  by S c h o l l  e t  a l .  ( I 9 7 7 ) .

A p p r o x i m a t e l y  I g r a m  o f  f r o z e n  w h o l e  t i s s u e  w a s  s e a l e d  i n  a  160 

ml v i a l  f i t t e d  w i t h  a n  a i r - t i g h t  r u b b e r  s e p t u m .  The s a m p l e  w a s  t h e n  

a d j u s t e d  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  p l a c e d  i n  a n  o v e n  a t  6 0 ° C  f o r  15 

m i n u t e s .  An a i r - t i g h t ,  l o c k i n g  s y r i n g e  w a s  u s e d  t o  e x t r a c t  1.0 ml o f  

v a p o r  f r o m  t h e  v i a l .  Th e s y r i n g e  w a s  l o c k e d  ( s e a l e d ) , t h e  v a p o r  

c o m p r e s s e d  t o  0.1 ml ,  an d  i n j e c t e d  o n t o  a  c o l u m n  i n  a  GLC a s  d e s c r i b e d  

f o r  e s s e n t i a l  o i l  f r a c t i o n a t i o n .  The t i s s u e  s a m p l e  w a s  t h e n  r e m o v e d  

f r o m  t h e  v i a l ,  d r i e d  o v e r n i g h t  a t  IOO0 C, d e s i c c a t e d ,  an d  w e ig h e d .

I n t e g r a t o r  c o u n t s  f o r  i n d i v i d u a l  c o m p o u n d s  w e r e  c o n v e r t e d  t o  

m i c r o g r a m s  a f t e r  i n j e c t i n g  k n o w n  q u a n t i t i e s  o f  c a m p h o r  a n d  

m e t h a c r o l e i n  a s  r e f e r e n c e s .  A l l  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  s t a n d a r d i z e d  t o  

c o m p e n s a t e  f o r  d i f f e r e n c e s  i n  t i s s u e  d r y  w e i g h t s .  C o m p o u n d s  w e r e  

i d e n t i f i e d  a s  d e s c r i b e d  f o r  t h e  e s s e n t i a l  o i l  f r a c t i o n .

I n c i d e n t a l  A n a l y s i s

E x t r a c t e d  s a m p l e  d r y  t i s s u e  f r o m  t h e  c r u d e  t e r p e n o i d  a n a l y s i s  w a s  

a l s o  u s e d  t o  d e t e r m i n e  s a m p l e  m o i s t u r e  c o n t e n t  and  l e a f : s t e m  r a t i o  f o r  

e a c h  t a x o n  ( T a b l e  9 ,  A p p e n d ix  A). I n  a d d i t i o n ,  p e r c e n t  t r a n s m i t t a n c e  

a t  3 4 0 n  o f  a  f i v e  m i n u t e  w a t e r  e x t r a c t  o f  f r e s h  w h o l e  t i s s u e  w a s
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d e t e r m i n e d  f o r  e a c h  s a m p l e  ( T a b l e  9,  A p p e n d i x  A).

S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s

The d a t a  s e t  c o n s i s t e d  o f  40 p l a n t  s a m p l e s — g r o u p e d  i n t o  f o u r  t a x a  

o f  10 s a m p l e s  e a c h ,  and 2 f o r m  c l a s s e s  o f  5 s a m p l e s  e a c h  w i t h i n  e a c h  

t a x o n — w i t h  a  q u a n t i f i e d  l i s t  o f  i n d i v i d u a l ,  compounds f o r  e a c h  s a m p l e .

To i l l u m i n a t e  i n t e r a c t i v e  c h e m i c a l  c o m p o n e n t s — t h o s e  c o m p o u n d s  

w h i c h ,  when c o n s i d e r e d  t o g e t h e r  and on a  s a m p l e  by s a m p l e  b a s i s ,  c o u l d  

be u s e d  t o  s e p a r a t e  t a x a  o r  f o r m  c l a s s  g r o u p s  on  a  c h e m i c a l  b a s i s — a 

s t e p w i s e  m u l t i p l e  d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  w a s  u s e d .  Only  i n d i v i d u a l  

c o m p o u n d s  w e r e  e n t e r e d  i n  t h e  a n a l y s i s  t o  l e t  t h e  d i s c r i m i n a n t  

f u n c t i o n  c h o s e  t h e  g r o u p  o f  c o m p o u n d s  b e s t  a b l e  t o  d i s t i n g u i s h  o r  

s e p a r a t e  t h e  t a x a  o r  f o r m  c l a s s  g r o u p s .

F o r  c o m p a r i s o n  o f  i n d i v i d u a l  compound m e a n s  b e t w e e n  t a x a ,  a  one­

w a y  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  (AOV) u s i n g  T u k e y * s  H o n e s t l y  S i g n i f i c a n t  

D i f f e r e n c e  (HSD) M u l t i p l e  R a n g e  T e s t  w a s  c o m p u t e d .  A c o m p a r i s o n  o f  

g r o u p  m ean s  b e t w e e n  t h e  t w o  f o r m  c l a s s e s  w i t h i n  a  t a x o n  w a s  made u s i n g  

a  s i m p l e  t - t e s t .

A l l  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  g e n e r a t e d  by SPSS ( r e l e a s e  9 . 1 )  

s o f t w a r e  ( N i e  e t  a l .  1 9 7 5 ) ,  a d a p t e d  f o r  u s e  o n  a  H o n e y w e l l  CP- 6

c o m p u t e r .
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RESULTS AND DISCUSSION

C h e m i c a l  C o n s t i t u e n t s

T h i r t y - o n e  com po und s  w e r e  i s o l a t e d  an d  q u a n t i f i e d  f r o m  t h e  c r u d e  

t e r p e n o i d  e x t r a c t ;  . s e v e n t e e n  com pounds  w e r e  i d e n t i f i e d  ( T a b l e s  I and 

2 ) .  No i n d i v i d u a l  c o m p o u n d s  w e r e  q u a n t i f i e d  f r o m  t h e  s e s q u i t e r p e n e  

l a c t o n e  f r a c t i o n ,  b u t  s e v e r a l  w e r e  i d e n t i f i e d  a n d  t o t a l  l a c t o n e  

c o n c e n t r a t i o n ,  w a s  d e t e r m i n e d  ( T a b l e  3 ) .  B l a c k  s a g e b r u s h  h a d  t h e  

h i g h e s t  a v e r a g e  l a c t o n e  c o n c e n t r a t i o n ,  c o n s i s t i n g  o f  t w o  m a j o r  

c o m p o n e n t s ,  c u m a m b r i n  A a n d  B, a n d  s e v e r a l  o t h e r  u n i d e n t i f i e d  

co m pounds .  Wyoming b i g  s a g e b r u s h  h a d  t h e  l o w e s t  l a c t o n e  c o n c e n t r a t i o n  

an d  no  i n d i v i d u a l s  w e r e  i d e n t i f i e d .  B a s i n  b i g  s a g e b r u s h  and m o u n t a i n  

b i g  s a g e b r u s h  b o t h  c o n t a i n e d  s i g n i f i c a n t  q u a n t i t i e s  o f  l a c t o n e s  b u t  

d i f f e r e d  i n  t h e  c h e m i c a l  c o m p l e x i t y  o f  t h e i r  r e s p e c t i v e  f r a c t i o n s .  

B a s i n  b i g  s a g e b r u s h  l a c t o n e s  w e r e  d o m i n a t e d  by t h r e e  c o m p o u n d s :  

m a t r i c a r i n ,  d e a c e t y l m a t r i c a r i n ,  and d e a c e t o x y m a t r i c a r i n .  M o u n t a i n  b i g  

s a g e b r u s h  l a c t o n e s ,  c o m p r i s i n g  many m i n o r  co m pounds ,  h a d  no d o m i n a n t  

o r  m a j o r  c o n s t i t u e n t s . . No i n d i v i d u a l  l a c t o n e s  o f  m o u n t a i n  b i g  

s a g e b r u s h  c o u l d  b e  i d e n t i f i e d ,  b u t  TLC a n a l y s i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e s e  

p l a n t s  w e r e  h i g h  e l e v a t i o n  c h e m o t y p e s  ( K e l s e y  e t  a l .  1 9 7 3 ) ,  and s h o u l d  

h a v e  p r o d u c e d  a r t e v a s i n  a n d  d e h y d r o l e u c o d i n  ( K e l s e y  a n d  S h a f i z a d e h  

1 9 7 9 ) .

I n  t h e  h e a d s p a c e  f r a c t i o n ,  m e t h a c r o l e i n  an d  e t h a n o l  c o u l d  n o t  be 

c o n s i s t e n t l y  s e p a r a t e d ,  an d  w e r e  c o n s i d e r e d  a s  one. compound.  However ,  

i n  t h e  s a m p l e s  t h a t  w e r e  s e p a r a b l e ,  m e t h a c r o l e i n  c o n s t i t u t e d  some 8 0 -  

90% o f  t h e  t o t a l  o f  t h e  tw o  com pounds .
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T a b l e  I . Mean c o n c e n t r a t i o n s ^  by 
c o n s t i t u e n t s .

t a x a 1 2 o f A r t e m i s i a h e a d s p a c e

C h e m ic a l ATV ATW ATT AN

m e t h y l  b u t e n e 6.62ib3 8 . 21b 6 . l 4 b 1 . 4 4 a

a c e t o n e 0 . 8 4 a 5 . 6 7 b 5 . 6 7 b 0 . 00 a

UHN-I » 0 . 00 a 0 . 00 a 0 . 00 a 0 . 3 6 b

m e t h a c r o l e i n + e t h a n o l 0 . 4 5 a 1 5 . 9 6 b 3 0 . 06 ° 0 . 4 3 a

UHV-I » 0 . 38 a 0 . 0 0 a 0 . 00 a 0 . 00a

UHV-2G 0 . 1 5 b 0 . 00 a 0 . 00 a

cdOOO

s a n t o l i n a  t r i e n e 0 . 00 a 3 . 6 3 bG 1 . 8 9 b 7 . 4 5 °

a l p h a - p i  nene 4 . 0 7 b . 0 . 00 a 0 . 00 a 3 . 1 2 b

camph ene 5 . 9 2 b 2 . 2 5 a 1 . 90a 2 . 0 9 a

b e t a - p i nene 1 . 1 5 b 0 . l 4 a 0 . 1 7 a 0 . 22 a

a r t e m i s e o l e 0 . l 6 a 1 . 9 6 b 1 . 3 2 b 0 . 00a

1 , 8 , c i n e  o l e 5 . 3 3 ° 0 . 7 0 b 0 . 7 9 b 0 . 00a

r h o - c y m e n e 0 . 2 4 a 0 . 1 3 a 0 . 1 3 a 0 . 70b

a r t e m i s i a  k e t o n e 0 . 32 a 0 . 00 a 0 . 0 0 a Q .00 a

t h u j o n e 0 . 8 4 a 0 . 00 a 0 . 0 0 a 0 . 00 a

camphor 1 . 4 9 b 0 . 5 4 ab 0 . 2 5 a 0 . 1 5 a

a l p h a - p h e l l a n d r e n e 0 . 00 a o ' . o o a 0 . 00 a 0 . 20b

1 u g / g r a m  o f  d r y  t i s s u e .
2 ATV: A,, yaseyana. ATW: A. t. Wvomingensisr ATT: A. t. tridentata,

AN: n o v a .
^ I n d i v i d u a l  compound m e a n s  s h a r i n g  a  s u b s c r i p t ,  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  

d i f f e r e n t  ( p < . 0 5 )  u s i n g  T u k e y ' s  HSD m u l t i p l e  r a n g e  t e s t .  
s  U n i d e n t i f i e d  compounds
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T a b l e  2 .  Mean c o n c e n t r a t i o n 1 by t a x a 2 o f  A r t e m i s i a  e s s e n t i a l  o i l s .

C h em ica l ATV ATW ATT AN

a r t e m i s e o l e 0 . 02a3 0 . 5 3 b 0 . 4 l b 0 . 0 0 a

1 , 8 , c i n e o l e I . I O b 0 . 30 a 0 . 3 2 a 0 . 0 4 a

r h o - c y m e n e 0 . 0 6 a 0 . 0 4 a 0 . 0 6 a 0 . 2 4 b

s a n t o l i n a  e p o x i d e 0 . 0 0 a
&

C
OO

0 . 4 3 ° 0 . 0 0 a

m e t h y l  s a n t o l i n a t e 0 . 0 0 a 0 . 8 4 b 1 . 0 7 b 0 . 0 0 a

m e t h a c r  o l e i n 0 . 0 0 a

&
CVi

O

0 . 2 4 ° 0 , 0 0 a

t h u j o n e  ' 0 . 7 3 a 0 . 0 0 a o . o o a 0 . 0 0 a

UETW-1® 0 . 0 0 a 0 . 22b 0 . 3 4 ° 0 . 0 0 a

UEV-1» 0 . l 4 b 0 . 0 0 a 0 . 0 0 a 0 . 0 0 a

camphor C
O

ro
EU c

r

2 . 11b 1 . 70 ab 0 . 9 6 a

b o r n e o l ' 0 . 2 3 b 0 . 0 0 a 0 . 0 0 a 0 . 19b

UETW-2% 0 . 0 0 a O .S6b 0 . 3 7 b 0 . 0 0 a

UETW-S8 0 . 0 0 a 0 . 4 0 b 0 . 3 1 b 0 . 0 0 a

UETW-48 0 . 0 0 a 0 . 4 0 b 0 . 4 6 b 0 . 0 0 a

UEV-28 0 . 32b O O O
EU

0 . 0 0 a 0 . 0 0 a

UEV-Bff 0 . 1 8b 0 . 0 0 a 0 . 0 0 a 0 . 0 0 a

UEV-4 8 0 .SOb 0 . 0 0 a 0 . 0 0 a 0 . 0 0 a

UEV-58 0 . 1 7 a 0 . 0 0 a 0 . 0 0 a 0 . 0 0 a

UEV-68 0 . 0 6 a 0 . 0 0 a 0 . 0 0 a 0 . 0 0 a

UETW-S8 0 . 0 0 a 0 . 22b 0 . 3 1 b 0 . 0 0 a

1 % e x t r a c t e d - t i s s u e  d r y  w e i g h t .
ATV: Aj - _t. y a s e v a n a . ATW: A. t .  w v o m i n g e n s i s . ATT: A. t .  t r i d e n t a t a .
AN: A*, n o v a .

^ I n d i v i d u a l  compound m ean s  s h a r i n g  a  s u b s c r i p t  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  
d i f f e r e n t  ( p < . 0 5 )  u s i n g  T u k e y * s  HSD m u l t i p l e  r a n g e  t e s t .

® U n i d e n t i f i e d  compounds .



23

T a b l e  3 .  Mean c o n c e n t r a t i o n 1 by t a x a 2 o f  t h e  m a j o r  f r a c t i o n s  o f  
A r t e m i s i a  s e c o n d a r y  compounds .

F r a c t i o n ATV ATW ATT AN

c r u d e  t e r p e n o i d s 19 . 58*3 2 2 . 3 6 ab 2 4 . 5 9 b 2 1 . 9 4 ab

e s s e n t i a l  o i l s 5 . 7 1 b 6 . 8 1bc 7 . 6 1 ° 1 . 82*

h e a d s p a c e 2 8 . 8 4 ab 3 9 . 9 4 bc 4 9 . 2 5 ° I 6 . 4 4 a

s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e s 2 . 5 8 bc O O D) 2 . 3 7 b 3 . 0 5 °

I
H e a d s p a c e : u g / g r a m  d r y  t i s s u e .  A l l  o t h e r s  a r e  % e x t r a c t e d - t i s s u e  d r y  
w e i g h t .
ATV: A. t .  v a s e y a n a . ATW: A. t .  w v o m i n g e n s i s . ATT: A. t .  t r i d e n t a t a . 
AN: A*, n o v a .

3 I n d i v i d u a l  f r a c t i o n  m ean s  s h a r i n g  a  s u b s c r i p t ,  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  
d i f f e r e n t  ( p < . 0 5 )  u s i n g  T u k e y 1s  HSD m u l t i p l e  r a n g e  t e s t .

S o m e  c o m p o u n d s  w e r e  i d e n t i f i e d  i n  b o t h  t h e  e s s e n t i a l  o i l  a n d  

h e a d s p a c e  f r a c t i o n s .  I n  g e n e r a l ,  t h e  m e a n s  o f  n e a r l y  e v e r y  compound 

d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y  (p< .05)  b e t w e e n  a t  l e a s t  t w o  t a x a .

I n  c o n t r a s t ,  t h e  m ean s  o f  i n d i v i d u a l  c o m p o u n d s  r a r e l y  d i f f e r e d  

(p< .1)  b e t w e e n ,  t h e  t w o  f o r m  c l a s s e s  of .  t h e  sam e t a x o n .  T a b l e  4 l i s t s  

o n l y  t h o s e  com pounds  f o u n d  t o  be s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  b e t w e e n  t h e  

t w o  f o r m  c l a s s e s  o f  a t  l e a s t  one  t a x a .  B l a c k  s a g e b r u s h  f o r m  c l a s s e s  

w e r e  c h e m i c a l l y  i n s e p a r a b l e ; no  c o m p o u n d  d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y  

b e t w e e n  t h e  l i g h t  an d  h e a v y  u s e  f o r m  c l a s s e s .  Wyoming a n d  b a s i n  b i g  

s a g e b r u s h  h ad  t h r e e  an d  tw o  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r i n g  compo unds  b e t w e e n  

t h e i r  r e s p e c t i v e  f o r m  c l a s s e s .  M o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h  h a d  t e n .
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T a b l e  4 .  C o m p o u n d s  d i f f e r i n g  s i g n i f i c a n t l y  ( p <  . 1 ) b e t w e e n  t h e  t w o  
f o r m  c l a s s e s  o f  a  t a x o n .

Taxon^ Compound S o u r c e ^

ATV
a c e t o n e HD

UHV-2* HD

camphene HD

campho r HD

UEV-I * ES

camphor ES

UEV-2* ES

UEV-4 * 5 ' ES

UEV-5* ES

UEV-6 » ES

cam phen e HD

b e t a - p i n e n e HD

UETW-2* ES

a c e t o n e HD

cbmphene ' HD

M
—  none s i g n i f i c a n t  —

Q u a n t i t y ^

L i g h t - u s e H e a v y - u s e p - v a l u e

1 . 6 ? 0 .0 0 . 0 1

0 .3 1 0 .0 0 .01

2 . 6 2 9 .22 .04

0 . 4 0 2 .5 8 . 05

0 . 2 7 0.01 . 05
O CO •t

r

2 . 7 9 .02  .

0 . 4 3 0 .2 0 O CO

0 .9 8 0.01 .04

0 . 3 3 0 .0 0 .06

0 .1 2 0 .0 0 .07

3 .2 0 1 . 3 0 .07

0 .2 0 0 . 0 9

O

0 . 3 5 0 . 7 7  . .09

4 . 5 7 6 .7 6 .07

1 . 3 9 2 .4 1 .06

1 ATV: A, t ,  v a s e y a n a . ATW: A. t .  w v o m i n g e n s i s T ATT: A, t .  t r i d e n t a t a . 
AN: Aul. n o v a .

2 HD: h e a d s p a c e  f r a c t i o n ,  ES: e s s e n t i a l  o i l s .
^ HD: u g / g r a m  d r y  t i s s u e ,  ES: % e x t r a c t e d - t i s s u e  d r y  w e i g h t .
5 U n i d e n t i f i e d  compounds .



25

U t i l i z a t i o n  an d  P r e f e r e n c e

T a b l e  5 l i s t s  m u l e  d e e r  p r e f e r e n c e  r a n k s  f o r  b i g  s a g e b r u s h  a n d  

b l a c k  s a g e b r u s h ,  b a s e d  o n  t h e  I 9 8 2 - 1 9 8 3  w i n t e r  u t i l i z a t i o n  o f  1134  

p e r m a n e n t l y  t a g g e d  l e a d e r s  o f  I 24  p l a n t s  w i t h i n  a  c a f e t e r i a  o n  t h e  

G a r d i n e r  s t u d y  s i t e .

T a b l e  5 .  P r e f e r e n c e  r a n k s  o f  f o u r  A rt em i  s i  a  t a x a .

S p e c i e s % U s e 1
P r e f e r e n c e

Rank

A. t .  v a s e v a n a 52 I

A . t .  w v o m i n e e n s i s 24 2

A . t .  t r i d e n t a t a 19 3

A. n o v a 8 4 -

1 f
P e r c e n t  o f  l e a d e r s  b r o w s e d ;  f r o m  Wambol t  1983 ,  u n p u b l i s h e d  d a t a .

M o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h  w a s  by f a r  t h e  m o s t  p r e f e r r e d  t a x o n ,  

Wyoming a n d  b a s i n  b i g  s a g e b r u s h  w e r e  i n t e r m e d i a t e ,  and  b l a c k  s a g e b r u s h  

w a s  t h e  l e a s t  p r e f e r r e d .  P r e l i m i n a r y  d a t a  o f  1 9 8 3 - 1 9 8 4  w i n t e r  

u t i l i z a t i o n ,  i n d i c a t e  t h a t  u s e  o f  a l l  t a x a  i n c r e a s e d ,  b u t  p r e f e r e n c e  

r a n k  r e m a i n e d  u n ch a n g ed .

D i s c r i m i n a n t  A n a l y s i s

T a b l e  5 i n d i c a t e s  t h a t  a l l  f o u r  s a g e b r u s h  t a x a  h a d  a t  l e a s t  some 

p l a n t s  t h a t  w e r e  u t i l i z e d .  I t  i s  t h e r e f o r e  more  u s e f u l  t o  c l a s s i f y  

s a g e b r u s h  t a x a  a s  m o re  p r e f e r r e d  o r  l e s s  p r e f e r r e d .
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D i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  s e e m s  t o  m o s t  c l o s e l y  a p p r o x i m a t e  t h e  

c o n s c i o u s  o r  u n c o n s c i o u s  p r o c e s s  o f  t h e  m u l e  d e e r  i n  g r o u p i n g  f o r a g e  

c h o i c e s  i n t o  p r e f e r r e d  o r  l e s s  p r e f e r r e d  g r o u p s .  D i s c r i m i n a n t  

a n a l y s i s  s e l e c t s  t h e  s u b s e t  o f  c h e m i c a l  v a r i a b l e s  ( s t i m u l i )  t h a t  b e s t  

c a t e g o r i z e  o r  m o s t  a c c u r a t e l y  a s s i g n  p l a n t s  i n t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  t a x a  

( l e s s  p r e f e r r e d  o r  m o r e  p r e f e r r e d  g r o u p s ) .  The s t e p w i s e  p r o c e d u r e  

i d e n t i f i e s  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  ( s i g n i f i c a n t )  v a r i a b l e s  f i r s t  and t h e  

l e a s t  i m p o r t a n t  l a s t  (N ie  e t  a l .  1975) .

T h i s  a n a l y s i s  i s  s o m e w h a t  a r t i f i c i a l  i n  t h a t  t h e  g r o u p s  a r e  

t a x a n o m i c  u n i t s  a n d  n o t  s t r i c t l y  p r e f e r e n c e  d e t e r m i n e d .  T h i s  i s  a  

r e s u l t  o f  n o t  h a v i n g  i n d i v i d u a l  p l a n t  u t i l i z a t i o n s  f o r  e a c h  s a m p l e  

c o l l e c t e d .  As s t a t e d  e a r l i e r ,  i t  w a s  n o t  b e l i e v e d  t e n a b l e  t o  a s s u m e  

t h a t  e a r l y  F e b r u a r y  u t i l i z a t i o n  d a t a  w a s  a n  a c c u r a t e  i n d i c a t o r  o f  t r u e  

p r e f e r e n c e  f o r  i n d i v i d u a l s  s a m p l e d .

A m o n g  t h e  s u b s e t  o f  v a r i a b l e s  ( c o m p o u n d s )  c h o s e n  b y  t h e  

d i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n  t o  b e s t  s e p a r a t e  t h e  s a m p l e s  i n t o  t h e i r  

r e s p e c t i v e  g r o u p s ,  b o t h  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n s  t o  

p r e f e r e n c e  w e r e  o b s e r v e d  f o r  d i f f e r e n t  v a r i a b l e s .  W h i l e  t h o s e  

compo und s  n e g a t i v e l y  c o r r e l a t e d  t o  p r e f e r e n c e  ( h i g h e s t  a m o u n t s  i n  t h e  

l e a s t  p r e f e r r e d  t a x a )  a r e  s u s p e c t e d  o f  b e i n g  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  i n  

a c t u a l l y  d e t e r m i n i n g  p r e f e r e n c e ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  m u l e  d e e r  may be 

s e l e c t i n g  f o r ,  i n s t e a d  o f  a g a i n s t ,  c e r t a i n  com pounds .

C h a p m a n  a n d  B l a n e y  ( 1 9 7 9 )  s u g g e s t  t h a t  a  s o r t  o f  m i m i c r y  c a n  

o c c u r  b e t w e e n  p l a n t s ,  b a s e d  on a n  a s s o c i a t i o n  ( b y  t h e  a n i m a l )  o f  a  

t o x i c  o r  i r r i t a t i n g  p r i n c i p l e  w i t h  a  r e c o g n i z a b l e  c h e m i c a l  

c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  p l a n t  t h a t  i s  n o t  i t s e l f  h a r m f u l  o r  i r r i t a t i n g .
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T h u s ,  a n i m a l s  m ay  k e y  i n  o n  t h e s e  s o - c a l l e d  c h e m i c a l  m a r k e r s  a s  

i n d i c a t o r s  o f  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i r r i t a t i n g  o r  u n p l e a s a n t  

co m pounds ,  e v e n  t h o u g h  t h e  r e s p o n s e  s t i m u l u s  o f  t h e  m a r k e r  i s  n e u t r a l .

G o a t c h e r  a n d  C h u r c h  ( 1 9 7 0 )  d e s c r i b e d  a n o t h e r  s i t u a t i o n  w h e r e  

p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  o f  a  c h e m i c a l  ( h i g h e r  q u a n t i t i e s  i n  t h e  m o s t  

p r e f e r r e d  t a x a )  t o  p r e f e r e n c e  m i g h t  o c c u r .  I n  g e n e r a l ,  t h e y  s h o w e d  

t h a t  some compou nd s  c a n  h a v e  a n  a m e l i o r a t i n g  o r  d e a c t i v a t i n g  e f f e c t  on 

o t h e r ,  a s s o c i a t e d  c h e m i c a l s .  Th e p r e s e n c e  o f  s u c h  a  c o m p o u n d  i n  

s a g e b r u s h  c o u l d ,  f o r  i n s t a n c e ,  r e d u c e  t h e  p o t e n c y  o r  e f f e c t  o f  

i r r i t a t i n g  compounds .

B o th  t h e  s i t u a t i o n s  w h e r e  p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  t o  p r e f e r e n c e  may 

o c c u r  a r e  s p e c u l a t i v e ,  an d  n o t  l i k e l y  i n v o l v e d  i n  m u l e  d e e r  p r e f e r e n c e  

f o r  s a g e b r u s h ,  g i v e n  t h e  g e n e r a l  n a t u r e  o f  t h e  c o m p o u n d s  i n v o l v e d .  

T h e y  a r e  p o s s i b l e  o c c u r r e n c e s  h o w e v e r ,  a n d  f o r  t h a t  r e a s o n  a l l  

c o m p o u n d s  w e r e  e n t e r e d  i n t o  t h e  a n a l y s i s ,  r e g a r d l e s s  o f  a p p a r e n t  

c o r r e l a t i o n .

T a b l e  6 l i s t s  t h e  c o m p o u n d s  i n  o r d e r  i d e n t i f i e d  b y  t h e  

d i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n  a s  b e i n g  t h e  g r o u p  o f  c o m p o u n d s  b e s t  a b l e  t o  

p r e d i c t  g r o u p  m e m b e r s h i p  o f  i n d i v i d u a l  s a m p l e s .  A l l  s a m p l e s  w e r e  

c o r r e c t l y  p l a c e d  i n t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  g r o u p s  ( t a x a )  u s i n g  t h e s e  

c h e m i c a l  c r i t e r i a .  M ea n s e p a r a t i o n s  ( T a b l e s  I ,  2 ,  a n d  3)  s h o w  t h a t  

a l l  c o m p o u n d s  l i s t e d  i n  T a b l e  6 d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t w e e n  a t  

l e a s t  t w o  t a x a .  S i g n i f i c a n c e  v a l u e s  f o r  i n d i v i d u a l  com pounds  ch a n g e  

a t  e a c h  s t e p  o f  t h e  s t e p w i s e  p r o c e d u r e ,  an d  may i n c r e a s e  o r  d e c r e a s e ,  

d e p e n d i n g  o n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  c h e m i c a l  i n t e r a c t i o n .
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T a b l e  6.  Compounds 
A r t e m i s i a

s e l e c t e d  
t a x a ^ .  P

by s t e p w i s e  
( t o  e n t e r ) =

d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  f o r  f o u r
. 0 1 .

" "■ - - - - - Q u a n t i t y 2

Compound . .. v. S o u r c e ^ ATV(I) ATW(2) ATT(3)  - . :AN(4)

I .  UETW-4 5 ES 0 . 0 0 0 . 3 8 0 . 4 6 0 . 0 0

2 .  L a c t o n e s —— 2 . 5 8 < 0 .1 0 2 . 3 7 3 . 0 5

3 .  1 , 8 , c i n e o l e ES 1 . 1 0 0 . 3 0 0 . 3 2 0 . 0 4

4 .  M e t h a c r o l e i n HD 0 . 4 5 1 5 . 9 6 3 0 . 0 6 0 .4 3

5 .  M e th y l  b u t e n e HD 6 . 6 4 8 . 2 1 6 . 1 4 1 .4 4

6 .  Rho-cymene ES 0 . 0 6 0 . 0 4 0 . 0 6 0 . 2 4

7 .  S a n t o l i n a  t r i e n e ' HD 0 . 0 0 3 . 6 3 1 . 8 8 7 . 4 5

i ES: e s s e n t i a l  o i l  f r a c t i o n ,  HD: h e a d s p a c e  f r a c t i o n .
ES and l a c t o n e s :  % e x t r a c t e d - t i s s u e  d r y  w e i g h t ,  HD: u g / g  d r y  t i s s u e .  

3 ATV: A . t .  v a s e v a n a , ATW: s s p .  w v o m i n g e n s i s . ATT: s s p .  t r i d e n t a t a , 
AN: A. n o v a : n u m b e r s . i n  ( )  a r e  p r e f e r e n c e  r a n k s .

# Unknown compound.

A l l  s a m p l e s  w e r e  c o r r e c t l y  p l a c e d  i n t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  g r o u p s  

( t a x a )  u s i n g  t h e s e  c h e m i c a l  c r i t e r i a .

T a b l e  7 l i s t s  t h e  c o m p o u n d s  t h a t  b e s t  a s s i g n  t h e  s a m p l e s  i n t o  

t h e i r  r e s p e c t i v e  f o r m  c l a s s e s  w i t h i n  a  t a x o n .  B e c a u s e  o f  t h e  r e d u c e d  

s a m p l e  s i z e  (5 p e r  f o r m  c l a s s ) ,  t h e  s i g n i f i c a n c e  l e v e l  o f  t h e  t e s t  w a s  

a l s o  l o w e r e d .  ^

C h e m i c a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t w o  f o r m  c l a s s e s  o f  a  t a x o n  w e r e  

l e s s  p r o n o u n c e d  t h a n  t h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t a x a .  A l l  10 s a m p l e s  

w e r e  a s s i g n e d  t h e  c o r r e c t  f o r m  c l a s s  f o r  m o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h ,  u s i n g  

5 c o m p o u n d s .  E i g h t  o f  1 0 ,  a n d  9 o f  10 s a m p l e s  w e r e  a s s i g n e d  t h e
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c o r r e c t  f o r m  c l a s s  f o r  Wyoming an d  b a s i n  b i g  s a g e b r u s h  r e s p e c t i v e l y ,  

u s i n g  o n l y  o n e  c o m p o u n d  e a c h .  B l a c k  s a g e b r u s h  s a m p l e s  c o u l d  n o t  b e  

a s s i g n e d  t o  f o r m  c l a s s e s  u s i n g  c h e m i c a l  c r i t e r i a .

T a b l e 7.  C o m p o u n d s  
A r t e m i s i a

s e l e c t e d  by s t e p w i s e  d i s c r i m i n a n t  
f o r m  c l a s s e s .  P ( t o  e n t e r ) =  . 1 0 .

a n a l y s i s  o f

Taxon^

Q u a n t i t y ^

Compound S o u r c e ^ L i g h t - u s e  H e a v y - u s e % ID4

ATV
I . A c e to n e HD ■1.67 0 . 0 0

100

2 .  B o r n e o l ES 0 . 2 1  0 . 2 5

3 .  Rho-cymene ES 0 . 0 8  0 . 0 5

4 .  UEV-36 ES 0 . 2 5  0 . 1 2

5 .  UEV-2® ES 0 . 4 3  0 . 2 0 -

ATW
I . B e t a - p i p e n e HD 0 . 2 0  0 . 0 9

80

ATT
I . Camphene HD 1 . 3 8  2 .4 1

90

AN
— none s i g n i f i c a n t —

0

1 ATV: A,_t. v a s e y a n a . ATW: A . t .  w v o m i n g e n s i s . ATT: A . t .  t r i d e n t a t a , 
AN: AjL. n o v a .
ES: e s s e n t i a l  o i l  f r a c t i o n ,  HD: h e a d s p a c e  f r a c t i o n .

^ ES: % e x t r a c t e d - t i s s u e  d r y  w e i g h t ,  HD: u g / g  d r y  t i s s u e .
% o f  s a m p l e s  w i t h i n  a  t a x a  a s s i g n e d  t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  f o r m  c l a s s .  
Unknown compoun ds .

The s t e p w i s e  f u n c t i o n  u s e s  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  t o  r a n k  t h e  

c o m p o u n d s ,  b u t  a c t u a l  i m p o r t a n c e  i n  d e t e r m i n i n g  ( a n d  n o t  j u s t  

i n d i c a t i n g )  p r e f e r e n c e  i s  a l s o  a  f u n c t i o n  o f  compound c h a r a c t e r i s t i c s
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a n d  p o t e n c i e s .

C h e m i c a l  P r o p e r t i e s

P h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  c r u d e  t e r p e n o i d  c o n s t i t u e n t s  i n g e s t e d  by
I

m u l e  d e e r ,  a r e  l a r g e l y  u n k n o w n .  N a g y  e t  a l .  ( 1 9 6 4 )  s u g g e s t e d  t h a t  

m o n o t e r p e n e s  may  i n h i b i t  m u l e  d e e r  r u m e n  m i c r o b e s  a n d  l o w e r  

d i g e s t i b i l i t y ,  w h i l e  W elc h  a n d  P e d e r s o n  (1981)  r e v i e w e d  t h e  l i t e r a t u r e  

an d  r e f u t e d  t h a t  c l a i m .  C l u f f  e t  a l .  (1 982)  fo u n d  t h a t  a n  u n e x p l a i n e d  

l o s s  o f  m o n o t e r p e n o i d s ,  f r o m  1 .64% d r y  w e i g h t  i n  t h e  f o r a g e  t o  0.3% 

d r y  w e i g h t  i n  t h e  r u m e n  i n g e s t a  o f  m u l e  d e e r ,  may  e x p l a i n  t h e  

d i s c r e p a n c i e s  b e t w e e n  i n  v i t r o  an d  i n  v i v o  d i g e s t i b i l i t i e s .

S c h w a r t z  e t  a l .  ( I 98O) o f f e r e d  c o n f i n e d  m u l e  d e e r  a  c h o i c e  o f  3 

p e l l e t e d  f e e d s  t r e a t e d  w i t h  i d e n t i c a l  q u a n t i t i e s  o f  e i t h e r  

m o n o t e r p e n e s ,  o x y g e n a t e d  m o n o t e r p e n e s ,  o r  s e s q u i t e r p e n e s .  W h i l e  a l l  

t r e a t e d  f e e d s  w e r e  l e s s  p r e f e r r e d  t h a n  t h e  u n t r e a t e d  c o n t r o l ,  p e l l e t s  

c o n t a i n i n g  t h e  o x y g e n a t e d  com pounds  w e r e  t h e  l e a s t  p r e f e r r e d  o f  t h e  

t h r e e  t r e a t e d  f e e d s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  o x y g e n a t e d  c o m p o u n d s  a r e  m o r e  

p o t e n t  f e e d i n g  d e t e r e n t s  t h a n  o t h e r  m o n o t e r p e n e s  o r  s e s q u i t e r p e n e s .

S e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e s  a r e  b i t t e r  t a s t i n g  a n d  w e r e  f o u n d  t o  

n e g a t i v e l y  i n f l u e n c e  w h i t e - t a i l e d  d e e r  ( O d o c o i l e u s  v i r g i n i a n u s ) 

p r e f e r e n c e  f o r  t h r e e  V e r o n i a  s p e c i e s .  W h i t e - t a i l e d  d e e r  c h o s e  t h e  two  

s p e c i e s  c o n t a i n i n g  no s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e s ,  a v o i d i n g  t h e  s p e c i e s  

w i t h  a  m e a s u r a b l e  l a c t o n e  c o n t e n t  an d  a v o i d e d  t h e  p r e f e r r e d  s p e c i e s  

w h e n  l a c t o n e s  w e r e  a p p l i e d  a r t i f i c i a l l y  ( B u r n e t t  e t  a l .  1 9 7 7 ) .  The 

e f f e c t  i s  p r o b a b l y  d e p e n d a n t  on  t h e  i n d i v i d u a l  com pounds  i n v o l v e d ,  and 

c e r t a i n l y  d e p e n d s  o n  t h e  a m o u n t  o f  t h o s e  c o m p o u n d s  p r e s e n t .  F o r
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i n s t a n c e ,  M i t c h e l l  a n d  D u p u i s  ( 1 9 7 1 )  t e s t e d  t h e  m a t r i c a r i n s  a n d  

c u m a m b r i n s  i d e n t i f i e d  i n  b a s i n  b i g  s a g e b r u s h  a n d  b l a c k  s a g e b r u s h  

r e s p e c t i v e l y .  T h ey  f o u n d  t h e  c u m a m b r i n s  t o  be  t h e  m o r e  r e a c t i v e  

c o m p o u n d s ,  c a u s i n g  c o n t a c t  d e r m i t i t u s  i n  s o m e  p a t i e n t s ,  w h i l e  t h e  

m a t r i c a r i n s  d i d  n o t .

Most  o f  t h e  compounds  i d e n t i f i e d  i n  t h e  c r u d e  t e r p e n o i d  f r a c t i o n s  

h a v e  b e e n  t e s t e d  f o r  some t y p e s  o f  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y .  T e s t  a n i m a l s  

w e r e  g e n e r a l l y  m i c e ,  r a t s ,  r a b b i t s ,  o r  h u m a n s .  A s u m m a r y  o f  t h e  

r e s u l t s  o f  s u c h  t e s t s  i s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  8 .  A p p l i c a t i o n  o f  t h e s e  

t e s t s  t o  m u l e  d e e r  c a n  o n l y  be  i n f e r r e d ,  b u t  t h e  r e s u l t s  a r e  u s e f u l  

i n d i c a t o r s  o f  p o t e n t i a l  a n i m a l  r e s p o n s e s  t o  s p e c i f i c  c h e m i c a l  s t i m u l i .

T a b l e .  8 .  B i o l o g i c a l  a c t i v i t y  i n  c e r t a i n  m a m m a l s ,  o f  c o m p o u n d s  
i s o l a t e d  f r o m  s a g e b r u s h  c r u d e  t e r p e n o i d s . ^

I r r i t a n t  s^ T o x i n s ^ U n t e s t e d

a c e t o n e ® camphor* s a n t o l i n a  epo x id e®
m e t h a c r o l e i n ® 1 , 8 ,  e i n e o l e * s a n t o l i n a  t r i e n e
e t h a n o l * b o r n e o l * m e t h y l  s a n t o l i n a t e *
a l p h a - p h e l l a n d r e n e t h u j  one* a r t e m i s i a  k e t o n e *
r h o - c y m e n e camphene a r t e m i s e o l e ®
a l p h a - p i n e n e
b e t a - p i n e n e

m e t h y l  b u t e n e

From T a t k e n  an d  L e w is  1983.
S k i n  ( c a u s i n g  c o n t a c t  d e r m i t i t u s )  o r  mucous  t i s s u e  i r r i t a n t s .  

^ A lso  c a u s i n g  r e p r o d u c t i v e  p r o b l e m s ,  t u m o r s ,  o r  m u t a t i o n s .
G O x y g e n a t e d  compounds .

E v e r y  c o m p o u n d  t e s t e d  w a s  e i t h e r  t o x i c  o r  i r r i t a t i n g ,  o r  b o t h ,  

w h e n  a p p l i e d  o r  i n g e s t e d  i n  s u f f i c i e n t  q u a n t i t i e s .  H o w e v e r ,  t h e  

t h r e s h o l d  l e v e l  f o r  m u l e  d e e r  ( t h e  c o n c e n t r a t i o n  a t  w h i c h  a  compound



32

b e c o m e s  i r r i t a t i n g  o r  t o x i c ,  o r  a  n e g a t i v e  o r  p o s i t i v e  f e e d i n g  

s t i m u l u s )  c a n n o t  b e  i m p l i e d  w i t h  c e r t a i n t y .  F e e d i n g  t r i a l s  ( b e y o n d  

t h e  s c o p e  o f  t h i s  s t u d y )  a r e  t h e  o n l y  w a y  t o  e s t a b l i s h  s u c h  

t h r e s h o l d s .  I n  t h e i r  f e e d i n g  t r i a l s ,  S c h w a r t z  e t  a l . '  ( 1 9 8 0 )  f o u n d  

t h a t  m u l e  d e e r  w e r e  a b l e  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  p e l l e t e d  f e e d  

c o n t a i n i n g  0.7% v o l a t i l e  o i l ,  an d  u n t r e a t e d  ( o i l - f r e e )  p e l l e t s .  Only  

g r o s s  f r a c t i o n s  w e r e  u s e d ,  no  i n d i v i d u a l  compounds  w e r e  i d e n t i f i e d ,  

a n d  no f i n e r  d e t e c t i o n  l e v e l s  w e r e  t e s t e d .

L i t t l e  c a n  b e  i n f e r r e d  a b o u t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  u n k n o w n  

c o m p o u n d s  i s o l a t e d  i n  t h i s  s t u d y .  A l l  a r e  v o l a t i l e  t o  v a r y i n g  

d e g r e e s ,  m o s t  a r e  l i k e l y  t e r p e n e s  o r  h y d r o c a r b o n s ,  a n d  s o m e  a r e  

p r o b a b l y  t o x i c  o r  i r r i t a t i n g .  T h e r e  i s ,  h o w e v e r ,  no  w a y  t o  d i s c e r n  

w h i c h  s p e c i f i c  compou nd s  p o s s e s s  an y  o f  t h e s e  o r  o t h e r  p r o p e r t i e s .

C h e m i c a l  D e t e r m i n a n t s  o f  P r e f e r e n c e

C o m p o u n d s  i d e n t i f i e d  by d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  a n d  l i s t e d  i n  

T a b l e s  6 a n d  7 a r e  i n d i c a t o r s  o f  r e l a t i v e  p r e f e r e n c e  b e t w e e n  a n d  

w i t h i n  t h e  f o u r  s a g e b r u s h  t a x a  s t u d i e d .  I n  o r d e r  f o r  t h e  compounds  t o  

a c t u a l l y  i n f l u e n c e  o r  d e t e r m i n e  p r e f e r e n c e ,  t h e y  m u s t  m e e t  a d d i t i o n a l  

c r i t e r i a .  P r e f e r e n c e  d e t e r m i n i n g  com pounds  m u s t  e f f e c t  a  p o s i t i v e  o r  

n e g a t i v e  f e e d i n g  s t i m u l u s ,  o c c u r  i n  s e n s i b l e  q u a n t i t i e s  a n d  i n  

s e n s i b l y  d i f f e r e n t  q u a n t i t i e s  b e t w e e n  f o r a g e  c h o i c e s ,  and t h e y  m us t  

c o r r e l a t e  i n  s o m e  w a y  t o  t h e  o b s e r v e d  p r e f e r e n c e s  f o r  d i f f e r e n t  

f o r a g e s .

D i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  d o e s  n o t  p r o d u c e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s ,  

a n d  b e c a u s e  i n d i v i d u a l  v a l u e s  f o r  t h e  d e p e n d a n t  v a r i a b l e  ( p e r c e n t
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u t i l i z a t i o n )  w e r e  n o t  o b t a i n e d ,  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  w o u l d  p r o d u c e  

u n r e a l i s t i c  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s .  H o w e v e r ,  t h e  d i s c r i m i n a n t  

f u n c t i o n  s u r p a s s e s  t h e  n e e d  f o r  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  b y  

c o n s i d e r i n g  t h e  i m p o r t a n c e  o f  a  compound on  a  s a m p l e  by s a m p l e  b a s i s ,  

a n d  i n  r e l a t i o n  t o  o t h e r  compounds .

F o r  i n s t a n c e ,  i n  t h e  ATV f o r m  c l a s s  a n a l y s i s  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  

7 ,  t h e  s e c o n d  compound e n t e r e d ,  b o r n e o l ,  d o e s  n o t  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  

b e t w e e n  t h e  t w o  f o r m  c l a s s e s .  At s t e p  0 i n  t h e  s t e p w i s e  a n a l y s i s ,  t h e  

s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  F s t a t i s t i c  f o r  b o r n e o l  w a s  . 8 0 .  B u t  a t  s t e p  I ,  

a f t e r  a c e t o n e  w a s  e n t e r e d  i n t o  t h e  a n a l y s i s ,  t h e  F v a l u e  f o r  b o r n e o l  

d r o p p e d  t o  . 0 0 4 ,  i n d i c a t i n g  t h a t  b o r n e o l  w a s  i m p o r t a n t  i n  

d i s c r i m i n a t i n g  a g a i n s t  some,  b u t  n o t  a l l  s a m p l e s .  E x a m i n i n g  t h e  ra w  

d a t a  i l l u m i n a t e s  t h a t  p o i n t .  F o u r  o f  f i v e  s a m p l e s  i n  t h e  l i g h t - u s e  

1 f o r m  c l a s s  o f  m o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h  c o n t a i n  a c e t o n e ,  a n  i r r i t a n t ,  

w h i l e  n o n e  o f  t h e  h e a v y - u s e  p l a n t s  d o .  B o r n e o l  o c c u r s  i n  l o w  

c o n c e n t r a t i o n s  i n  a l l  t h e  h e a v y - u s e  p l a n t s ,  b u t  i n  o n l y  t w o  s a m p l e s  o f  

t h e  l i g h t - u s e  g r o u p .  S i g n i f i c a n t l y ,  b o r n e o l  o c c u r s  i n  t h e  o n e  l i g h t -  

u s e  s a m p l e  t h a t  c o n t a i n s  no a c e t o n e ,  and a t  a  c o n c e n t r a t i o n  t w i c e  t h a t  

o f  an y  o t h e r  s a m p l e .

B o r n e o l  i s  a  t o x i c ,  o x y g e n a t e d  m o n o t e r p e n e ,  a n d  o c c u r s  i n  t h e  

h e a v y - u s e  p l a n t s  o f  t h e  m o s t  p r e f e r r e d  t a x o n .  I f  i t  i s  a n  a c t u a l  

f e e d i n g  d e t e r e n t ,  a s  i t s  c h e m i s t r y  s u g g e s t s ,  t h e n  i t  m u s t  n o t  b e  

p r e s e n t  i n  t h e  h e a v y  u s e  p l a n t s  a t  c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  i t s  t h r e s h o l d  

l e v e l ,  b u t  d o e s  o c c u r  i n  o n e  l i g h t - u s e  s a m p l e  a t  a  s e n s i b l e  l e v e l .  

T h i s  e x a m p l e  s u g g e s t s  t h a t  c o r r e l a t i o n  t o  p r e f e r e n c e  n e e d s  t o  b e  

c o n s i d e r e d  on  a  s a m p l e  by s a m p l e  b a s i s  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  c o m p l e x i t y
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o f  s a g e b r u s h  c h e m i s t r y .  D i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  a p p e a r s  t o  be  t h e  m o s t  

a p p r o p r i a t e  t e c h n i q u e  f o r  d e a l i n g  w i t h  t h e . c h e m i c a l  v a r i a b i l i t y  

e n c o u n t e r e d .

.. The ATV e x a m p l e  a l s o  i l l u s t r a t e s  t h e  n e e d  f o r  e s t a b l i s h i n g  

compound t h r e s h o l d  l e v e l s .  U n f o r t u n a t e l y ,  n o  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  

d i r e c t l y  a p p l i c a b l e  t o  t h i s  s t u d y  e x i s t s .  T h r e s h o l d  l e v e l s  c a n  o n l y  

b e  i n f e r r e d  f r o m  c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  ( i r r i t a n t s  o r  o x y g e n a t e d  

c o m p o u n d s  a r e  p r o b a b l y  m o r e  p o t e n t  t h a n  s i m p l e  t o x i n s  o r  n o n -  

o x y g e n a t e d  c o m p o u n d s ) ,  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  c h e m i c a l  

d i f f e r e n c e s ,  and  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h o s e  d i f f e r e n c e s  ( a s  a b o v e ,  w h e r e  

t h e  b o r n e o l  c o n c e n t r a t i o n  o f  one  s a m p l e  w a s  t w i c e  t h a t  o f  an y  o t h e r ) .

E x p e c t e d  f e e d i n g  r e s p o n s e  ( p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e  s t i m u l u s )  m us t  

l i k e w i s e  b e  i n f e r r e d  f r o m  k n o w n  c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s ,  b u t  a l s o  

d e p e n d s  on  c h e m i c a l  p o t e n c y .  I t  i s  h o w e v e r ,  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  

i f  a  c h e m i c a l  w i t h  s u s p e c t e d  r e p e l l e n t  c h a r a c t e r i s t i c s  i s  f o u n d  t o  be  

p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  t o  p r e f e r e n c e ,  t h e n  i t  i s  n o t  p r e s e n t  i n  

s e n s i b l e  q u a n t i t i e s ,  an d  t h e  c o r r e l a t i o n  i s  c o i n c i d e n t a l .

B e t w e e n  t a x a :

Of  t h e  s e v e n  c o m p o u n d s  i d e n t i f i e d  i n  t a b l e  6. a s  d i s t i n q u i s h i n g  

b e t w e e n  t h e  f o u r  s a g e b r u s h  t a x a ,  s o m e  a r e  m o r e  p r o b a b l e  p r e f e r e n c e  

d e t e r m i n a n t s  t h a n  o t h e r s .

M e t h a c r o l e i n + e t h a n o l  i s  t h e  l a r g e s t  s i n g l e  c o n s t i t u e n t  o f  t h e  

h e a d s p a c e  f r a c t i o n ,  a n d  c o r r e l a t e s  n e g a t i v e l y  a n d  c o n s i s t e n t l y  t o  

p r e f e r e n c e  f o r  t h e  t h r e e  b i g  s a g e b r u s h  t a x a  ( T a b l e  I ) .  B o t h  

c o n s t i t u e n t s  a r e  k n o w n  i r r i t a n t s .  B l a c k  s a g e b r u s h ,  t h e  l e a s t
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p r e f e r r e d  t a x o n ,  h a s  t h e  l o w e s t  a m o u n t s  o f  m e t h a e r o l e i n + e t h a n o l ,  b u t  

d o e s  h a v e  s i g n i f i c a n t l y  (4 t i m e s )  g r e a t e r  q u a n t i t i e s  o f  r h o - c y m e n e  

( a n o t h e r  i r r i t a n t )  t h a n  a n y  o t h e r  t a x o n .  B l a c k  s a g e b r u s h  a l s o  h a s  

t h e  l a r g e s t  a m o u n t  o f  s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e s  ( s u s p e c t e d  f e e d i n g  

d e t e r e n t s ) ,  b u t  m o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h  a l s o  h a s  a  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  

( T a b l e  3 )  a n d  i s  m u c h  m o r e  p r e f e r r e d .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  

h o w e v e r ,  t h a t  b o t h  b l a c k  s a g e b r u s h  a n d  b a s i n  b i g  s a g e b r u s h  l a c t o n e s  

w e r e  d o m i n a t e d  by a  fe w  m a j o r  c o n s t i t u e n t s  ( p a g e  2 0 ) ,  w h i l e  m o u n t a i n  

b i g  s a g e b r u s h  l a c t o n e s  c o n s i s t e d  o f  many,  b u t  no m a j o r  c o n s t i t u e n t s .  

A l s o ,  t h e  l a c t o n e s  o f  a l l  t h r e e  t a x a  c o n t a i n  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  

i n d i v i d u a l s ,  a n d  t h e  cum am b r i n s  o f  b l a c k  s a g e b r u s h  a p p e a r  t o  b e  t h e  

m o s t  r e a c t i v e  ( p a g e  31) .  Wyoming b i g  s a g e b r u s h  w a s  v i r t u a l l y  l a c t o n e  

f r e e ,  p e r h a p s  c o n t r i b u t i n g  t o  i t s  i n c r e a s e d  p r e f e r e n c e  o v e r  b a s i n  b i g  

s a g e b r u s h  and  b l a c k  s a g e b r u s h .

The r o l e  o f  t h e  o t h e r  compoun ds  i n  d e t e r m i n i n g  p r e f e r e n c e  i s  l e s s  

c l e a r  ( T a b l e  6 ) .  1 , 8 ,  c i n e o l e ,  a n  o x y g e n a t e d  m o n o t e r p e n e ,  i s

p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  t o  p r e f e r e n c e  a n d  a  m a j o r  c o n s t i t u e n t  o f  

m o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h  e s s e n t i a l  o i l s  ( T a b l e  2 ) .  ■ M e t h y l  b u t e n e ,  a n  

e x t e m e l y  v o l a t i l e  compound a l s o  e x h i b i t s  a  s l i g h t  p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  

t o  p r e f e r e n c e  ( T a b l e  I ) .  N e i t h e r  c o m p o u n d  e x h i b i t s  a  c o n s i s t e n t  

r e l a t i o n s h i p  t o  p r e f e r e n c e ,  b u t  b o t h  a p p e a r  t o  be i m p o r t a n t  t a x o n o m i c  

m a r k e r s .

S a n t o l i n a  t r i e n e  i s  s o m e w h a t  n e g a t i v e l y  c o r r e l a t e d  t o  p r e f e r e n c e ,  

p a r t i c u l a r l y  b e t w e e n  b l a c k  a n d  m o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h  ( T a b l e  I ) .  

How ever ,  l i t t l e  i s  know n a b o u t  t h i s  compound an d  i n f e r e n c e s  a b o u t  i t s  

c h a r c t e r i s t i c s  m u s t  be c o n f i n e d .
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The l a s t  compound ( b u t  a p p e a r i n g  f i r s t  i n  t h e  s t e p w i s e  p r o c e d u r e )  

i s  t h e  u n k n o w n  UETW-4 ( T a b l e  2 ) .  I t  i s  n e g a t i v e l y  c o r r e l a t e d  t o  

p r e f e r e n c e  am ong  . t h e  t h r e e . b i g  s a g e b r u s h  t a x a ,  b u t  i s  a l s o  a b s e n t  f r o m  

b l a c k  s a g e b r u s h .  No i n f e r e n c e  a b o u t  i t s  p o s s i b l e  c h a r a c t e r i s t i c s  o r  

f e e d i n g  s t i m u l u s  c a n  be made.

D i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  m a x i m i z e s  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  g r o u p s  by 

f i n d i n g  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  v a r i a b l e s  w h o s e  v a l u e s  a r e  a s  c l o s e  a s  

p o s s i b l e  w i t h i n  g r o u p s ,  a n d  a s  f a r  a p a r t  a s  p o s s i b l e  b e t w e e n  g r o u p s  

( L e b a r t  e t  a l .  1 9 8 4 ) .  When d i s c r i m i n a t i n g  b e t w e e n  m o r e  t h a n  t w o  

g r o u p s ,  t h i s  k i n d  o f  a n a l y s i s  may o v e r l o o k  o r  i g n o r e  some compounds ,  

i f  t h e i r  s i g n i f i c a n c e  a m o n g  g r o u p s  w a s  l i m i t e d  t o  o n l y  a  f e w  c a s e s .  

F o r  i n s t a n c e ,  a l p h a - p h e l l a n d r e n e  ( T a b l e  I ) ,  an  i r r i t a n t ,  o n l y  o c c u r s  

i n  b l a c k  s a g e b r u s h  ( t h e  l e a s t  p r e f e r r e d  t a x o n ) ,  and may b e  i n f l u e n c i n g  

p r e f e r e n c e  f o r  t h a t  s p e c i e s ,  b u t  i t  w a s  n o t  i d e n t i f i e d  a s  s u c h  by t h e  

d i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n .  A l p h a - p h e l l a n d r e n e ,  b e i n g  n e g a t i v e l y  c o r r e l a t e d  

t o  p r e f e r e n c e  and  a n  i r r i t a n t ,  a p p e a r s  t o  be  t h e  o n l y  o b v i o u s  o m i s s i o n  

f r o m  t h e  d i s c r i m i n a n t  l i s t .

B e t w e e n  f o r m  c l a s s e s :

No compound o r  g r o u p  o f  com pounds  d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t w e e n  

t h e  two f o r m  c l a s s e s  o f  b l a c k  s a g e b r u s h  ( T a b l e  4). -

One c o m p o u n d ,  cam p h e n e ,  c o r r e c t l y  a s s i g n e d  9 o f  10 b a s i n  b i g  

s a g e b r u s h  s a m p l e s  i n t o  t h e i r  c o r r e c t  f o r m  c l a s s e s .  The d i f f e r e n c e s  

b e t w e e n  f o r m  c l a s s e s  h o w e v e r ,  w as  n o t  g r e a t ,  and t h e  h e a v y - u s e  s a m p l e s  

h a d  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s .  C a m p h e n e  i s  n o t  a  s t r o n g  s u s p e c t  i n  

e x p l a i n i n g  f o r m  c l a s s e s  i n  b a s i n  b i g  s a g e b r u s h ,  u n l e s s  i t  e l i c i t s  a
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p o s i t i v e  f e e d i n g  r e s p o n s e .

Wyoming b i g  s a g e b r u s h  s a m p l e s  w e r e  c o r r e c t l y  a s s i g n e d  t h e  p r o p e r  

f o r m  c l a s s  i n  8 o f  10 c a s e s  ( T a b l e  7)> u s i n g  b e t a - p i n e n e ,  a n  i r r i t a n t  

( T a b l e  8 ) .  L i g h t - u s e  p l a n t s  c o n t a i n e d  a b o u t  t w i c e  a s  much b e t a - p i n e n e  

a s  h e a v y - u s e  p l a n t s .  H o w e v e r ,  c o n s i d e r i n g  t h a t  2 c a s e s  w e r e  

m i s c l a s s i f i e d  an d  c o n s i d e r i n g  t h a t  t h e  m o s t  p r e f e r r e d  t a x a ,  m o u n t a i n  

b i g  s a g e b r u s h ,  h a s  r o u g h l y  7 t i m e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b e t a - p i n e n e  

t h a t  Wyoming b i g  s a g e b r u s h  h a s ,  i t  i s  u n c l e a r  w h e t h e r  b e t a - p i n e n e  i s  

a c t u a l l y  p l a y i n g  a  r o l e  i n  d e t e r m i n i n g  p r e f e r e n c e  i n  W y o m in g  b i g  

s a g e b r u s h .

F i v e  c o m p o u n d s  c o r r e c t l y  a s s i g n e d  a l l  m o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h  

s a m p l e s  i n t o  t h e i r  p r o p e r  f o r m  c l a s s e s .  Two o f  t h e  co m pounds ,  a c e t o n e  

a n d  r h o - c y m ene  a r e  i r r i t a n t s  a n d  w e r e  c o n s i s t e n t l y  f o u n d  i n  h i g h e r  

q u a n t i t i e s  i n  t h e  l i g h t - u s e  p l a n t s ,  a l t h o u g h  t h e  d i f f e r e n c e  f o r  r h o -  

c y  m ene  w a s  n o t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  B o r n e o l ,  a s  d e s c r i b e d  

e a r l i e r ,  s e e m e d  t o  h a v e  a n  i m p o r t a n t  n e g a t i v e  i n f l u e n c e  on  p r e f e r e n c e  

i n  o n e  o r  t w o  s a m p l e s  o n l y .  The t w o  u n k n o w n  c o m p o u n d s  w e r e  b o t h  

n e g a t i v e l y  c o r r e l a t e d  t o  p r e f e r e n c e  b u t  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e s  w e r e  

n o t  g r e a t .  T h e i r  r o l e  i n  m o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h  p r e f e r e n c e  i s  n o t  

c l e a r .

C o n c l u s i o n

■ Of t h e  s e v e n  compounds  i d e n t i f i e d  a s  p r e f e r e n c e  i n d i c a t o r s ,  t h r e e  

( m e t h a c r o l e i n + e t h a n o l ,  r h o - c y m e n e ,  an d  s e s q u i t e r p e n e  l a c t o n e s )  may be  

p r e f e r e n c e  d e t e r m i n a n t s  a s  w e l l .

T h e  m o s t  p r e f e r r e d  t a x o n ,  m o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h ,  w a s



c h a r a c t e r i z e d  by l o w  l e v e l s  o f  m e t h a c r o l e i n + e t h a n o l  and  r h o - c y m e n e ,  

a n d  m o d e r a t e l y  h i g h  l e v e l s  o f  l a c t o n e s ,  b u t  w i t h o u t  a n y  m a j o r  

i n d i v i d u a l  l a c t o n e s .

B l a c k  s a g e b r u s h ,  t h e  l e a s t ,  p r e f  e r r e d  t a x o n ,  a l s o - c o n t a i n e d  l o w  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  m e t h a c r o l e i n + e t h a n o l ,  b u t  h a d  t h e  h i g h e s t  a m o u n t s  o f  

r h o - c y m e n e  a n d  l a c t o n e s ,  i n c l u d i n g  s e v e r a l  m a j o r  c o n s t i t u e n t s  

( c u m a m b r in  A an d  B) i n  t h e  l a t t e r .

Wyoming a n d  b a s i n  b i g  s a g e b r u s h  w e r e  i n t e r m e d i a t e  i n  p r e f e r e n c e ,  

W y o m i n g  b e i n g  s l i g h t l y  m o r e  p r e f e r r e d  t h a n  b a s i n .  . T h i s  c o u l d  b e  

e x p l a i n e d  by t h e  l o w  l a c t o n e  c o n t e n t  o f  W y o m i n g  b i g  s a g e b r u s h  

( c o m p a r e d  t o  a l l  t a x a )  a n d  i t s  l o w e r  l e v e l  o f  m e t h a c r o l e i n + e t h a n o l  

( c o m p a r e d  t o  b a s i n  b i g  s a g e b r u s h ) .  Both  t a x a  h a d  s i g n i f i c a n t l y  (>30 

t i m e s )  g r e a t e r  q u a n t i t i e s  o f  m e t h a c r o l e i n + e t h a n o l  t h a n  m o u n t a i n  b i g  

s a g e b r u s h ,  a n d  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  q u a n t i t i e s ,  o f  l a c t o n e s  a n d  r h o -  

cymene t h a n  b l a c k  s a g e b r u s h .

S t r o n g  i n f e r e n c e  c o u l d  n o t  b e  m a d e  a b o u t  t h e  p r e f e r e n c e  

d e t e r m i n i n g  r o l e  o f  t h e  o t h e r  f o u r  com pounds  i d e n t i f i e d  a s  p r e f e r e n c e  

i n d i c a t o r s  b e t w e e n  t a x a  (UETW-4,  1 , 8 ,  c i n e  o l e ,  m e t h y l  b u t e n e ,  

s a n t o l i n a  t r i e n e ) ,  b u t  t h e i r  i m p o r t a n c e  i s  n o t  d i s m i s s e d ,  o n l y  

q u e s t i o n e d .  A l p h a - p h e l l a n d r e n e  may  a l s o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  l o w  

p r e f e r e n c e  r a n k  o f  b l a c k  s a g e b r u s h .

F o r m  c l a s s e s  w e r e  l e s s  c l e a r l y  d e f i n e d  by c h e m i c a l  c r i t e r i a .  

B l a c k  s a g e b r u s h  f o r m  c l a s s e s  a r e  c h e m i c a l l y  i n d i s t i n g u i s h a b l e  u s i n g  

t h e  com pounds  e x a m i n e d  i n  t h i s  s t u d y .  Wyoming an d  b a s i n  b i g  s a g e b r u s h  

f o r m  c l a s s e s  c o u l d  be c h e m i c a l l y  i d e n t i f i e d  m o s t  o f  t h e  t i m e ,  b u t  t h e  

r o l e  o f  t h e  i d e n t i f y i n g  c o m p o u n d s  i n  d e t e r m i n i n g  p r e f e r e n c e  i s
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q u e s t i o n a b l e .  M o u n t a i n  b i g  s a g e b r u s h  f o r m  c l a s s e s  a p p e a r  t o  be  

s t r o n g l y  i n f l u e n c e d  by t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  t h r e e  c o m p o u n d s  

( a c e t o n e ,  b o r n e  o l ,  r h o - c y m e n e ) .
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APPENDIX



n o v a .T a b l e  9 .  I n c i d e n t a l  d a t a  f o r  A r t e m i s i a  t r i d e n t a t a  an d  Ajl

ATV4 'ATW ATT AN

l e a f : s t e m  r a t i o ^
I

3 . 9 1 b 1 . 8 5 s 2 . 1 2 s 2 . 3 8 s

% H2 O2 3 9 . 5 1 a 4 2 . 6 s 4 6 . 3 b 4 0 . 0 s

■% t r a n s m i t t a n c e ^ 3 . 5 9 a 5 6 . 0 6 * 4 2 . 3 7 ° I 8 . 4 0 b

I
* E x t r a c t e d - t i s s u e  d r y  w e i g h t  ( l e a f  f  s t e m ) .

W e ig h t  o f  HgO -f f r e s h  w h o l e  t i s s u e  w e i g h t  (x  1 0 0 ) .
? F i v e  m i n u t e  w a t e r  e x t r a c t  o f  f r e s h  w h o l e  t i s s u e  a t X = 3 4 0 n .

ATV: Aj . t^.. v a s e y a n a ,  ATW: Aj . t^.  w v o m i n g e n s i s . ATT: Aj . I j . t r i d e n t a t a . 
AN: Aj . n o v a .

I n d i v i d u a l  m e a n s  i n  a  r o w ,  s h a r i n g  a  s u b s c r i p t ,  w e r e  n o t  
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  ( p < . 0 5 )  u s i n g  T u k e y 1s  HSD m u l t i p l e  r a n g e  
t e s t .
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