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Evaluacion de los principales factores que influyen
en la composicion fitoquimica de Morus alba (Linn.).
I. Andlisis cualitativo de metabolitos secundarios

D.E. Garcia, F. Ojeda e I. Montejo

Estacion Experimental de Pastos y Forrajes “Indio Hatuey”
Central Espafia Republicana, CP 44280, Matanzas, Cuba
E-mail: DGarcia @indio.atenas.inf.cu

Con el objetivo de detectar la presencia de metabolitos secundarios en cuatro variedades de morera mediante
la utilizacion del tamizaje fitoquimico, se llevo a cabo una investigacion en un disefio de bloques al azar con
arreglo factorial 4 x 3 x 3y tres repeticiones. En el conjunto hojas-peciolos-tallos tiernos se investigaron 15
grupos de compuestos y se detectaron los fenoles, los flavonoides, las cumarinas, los carbohidratos solubles,
los esteroles, los alcaloides y las saponinas. Estas funciones quimicas estuvieron presentes en las cuatro
variedades, las tres edades de la biomasa comestible, los tres niveles de fertilizacion orgénica y las dos
épocas. Las menores variaciones se observaron en los fenoles, los esteroides y los carbohidratos solubles; en
cambio, los flavonoides, las cumarinas y los alcaloides presentaron fluctuaciones apreciables. Mediante el
analisis de conglomerados se pudo comprobar que la frecuencia de corte fue la variable de mayor influencia.
En el periodo poco lluvioso (PPLL) la agrupacion por la edad de rebrote fue mas marcada que en el periodo
lluvioso (PLL), a excepcion de los 60 dias. Los porcentajes de miembros de cada conglomerado agrupados en
la frecuencia mas poblada fueron de 57, 78 'y 85 % en el PPLL, y de 67, 62y 80 % en el PLL.

Palabras clave: Antimetabolitos, Morus alba

With the objective of detecting the presence of secondary metabolites in four mulberry varieties through the
use of phytochemical sieving, a research was carried out in a randomized block design with a 4 x 3 x 3
factorial arrangement and three repetitions. In the leaves-petioles-fresh stems set 15 compound groups were
investigated and phenols, flavonoids, cumarins, soluble carbohydrates, sterols, alkaloids and saponins were
detected. These chemical functions were present in the four varieties, the three ages of edible biomass, the
three organic fertilization rates and the two seasons. The lowest variations were observed in phenols, steroids
and soluble carbohydrates; however, flavonoids, cumarins and alkaloids showed noticeable fluctuations.
Through the conglomerate analysis cutting frequency was proved to be the variable of higher influence. In
the dry season (DS) the grouping by regrowth age was more remarkable than in the rainy season (RS), with
the exception of the 60 days. The percentages of members of each conglomerate grouped in the most populated
frequency were 57, 78 and 85 % in the DS, and 67, 62 and 80 % in the RS.
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La ganaderia cubana esta precisada a produ-
cir alimento durante todo el afio con la menor

No obstante, la mayoria de estas plantas con-
tienen elevados niveles de metabolitos secun-

cantidad de recursos externos. Teniendo en cuen-
ta que los pastos por si solos no cubren los re-
querimientos nutricionales de los rumiantes para
una adecuada produccion de leche y carne, los
arboles son una buena fuente alternativa para su
utilizacién como alimento suplementario. Estos
se caracterizan por presentar elevados conteni-
dos de proteina y una alta digestibilidad compa-
rada con la de los pastos (Simén, Hernandez y
Ojeda, 1998; Simoén, 1998).

darios, compuestos que bajo determinadas cir-
cunstancias pueden causar efectos diversos y
hasta contrastantes en la fisiologia animal
(Ojeda, 1996).

Existen muchas especies de arboles y arbus-
tos con buenas caracteristicas forrajeras; en este
sentido, la especie Morus alba sobresale como
fuente de forraje en Cuba por su excelente ca-
pacidad de produccion de biomasa, composicion
quimica (Duke, 2001), alta digestibilidad
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(Gonzalez, Delgado y Céceres, 1998), adapta-
bilidad a diversas condiciones de clima y suelo
(Datta, 2002), perennidad ante el corte (Martin,
Reyes, Hernandez y Milera, 2002) y disponibi-
lidad (Benavides, 1994). Su forraje fresco o
ensilado se utiliza como suplemento proteico
para los rumiantes y puede estimular altos nive-
les de produccién de leche y ganancias de peso
(Benavides, 1999). Dadas estas caracteristicas,
esta planta se proyecta como una alternativa
alimenticia con alto potencial en el futuro.

El estudio del metabolismo secundario de
forma integral, en las principales especies
arbdreas utilizadas en la alimentacion animal,
resulta de vital importancia en aras de realizar
un mejor manejo de la biomasa que aportan y
un Optimo aprovechamiento de esta fuente de
alimento.

Segin Duke (2001), las hojas de M. alba
contienen constituyentes volatiles tales como al-
coholes (n-butanol y B-y-hexenol), aldehidos
(Metil-etil-acetaldehido, n-butil-aldehido,
isobutil-aldehido, valeraldehido, hexaldehido,
o-B-hexenal), cetonas alifaticas (acetona, metil-
etil-cetona, metil-hexil-cetona), butil-amina y
acidos grasos volatiles (acético, propiénico y
butirico). Ademas contienen malato de calcio,
acido succinico y tartarico, xantofilas,
carotenoides, fitatos (forman el 18 % del fésfo-
ro total), isoflavonoides (Quercetina 3-glucé-
sido), bases nitrogenadas (adenina, colina y
trigonellina), atrayentes del gusano de seda
(Citral, acetato de linalilo, linalol, acetato de
terpenilo, hexenol) y terpenoides, los cuales con-
trolan las mordidas que realizan los gusanos a
las hojas. La madera contiene Morina (0,3-
0,4 % MS), Dihidromorina, Dihidrokaenferol,
2,4,4" 6-Tetra-hidroxi-benzofenona, Maclurina
y 2 % MS del estilbeno Hidroxi-resveratrol.

El uso principal de la morera a nivel mundial
ha sido como alimento del gusano de seda; de
ahi que la mayoria de las investigaciones reali-
zadas en esta planta hayan sido orientadas a su
produccién en la sericultura.

A partir de la década de los ochenta en Amé-
rica Central comenzé a evaluarse su potencial
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forrajero y se recomendd su uso en los sistemas
de corte y acarreo para los ovinos, los caprinos
y los bovinos, asi como en la alimentacion de
los monogastricos. No obstante, en la actuali-
dad se carece de estudios encaminados a la dilu-
cidacion de su metabolismo secundario.

Si bien la composicion quimica de esta plan-
ta ha sido ampliamente estudiada, se conoce muy
poco sobre los metabolitos secundarios presen-
tes en la parte comestible, sus concentraciones,
la repercusion nutricional, asi como el efecto de
los principales factores que influyen en sus va-
riaciones.

El objetivo de este trabajo fue detectar los
principales metabolitos secundarios presentes en
la fraccion comestible de cuatro variedades de
M. alba, asi como la influencia de los principa-
les factores.

Materiales y Métodos

El experimento se Ilevo a cabo en la Esta-
cion Experimental de Pastos y Forrajes “Indio
Hatuey”, situada a los 22° 48’7’ de latitud Nor-
te y 81° 2’ de longitud Oeste, a 19 msnm, en el
municipio de Perico, provincia de Matanzas,
Cuba.

Los muestreos se realizaron en dos periodos
correspondientes al afio 2002; enmarcados en-
tre los meses de enero, febrero, marzo, abril y
mayo como PPLL; y mayo, junio, julio, agosto
y septiembre como PLL.

Caracteristicas del suelo. El suelo donde se
llevo a cabo la investigacion presenta una topo-
grafia planay se clasifica como Ferralitico Rojo
lixiviado (Hernandez y col., 1999).

Disefio experimental y tratamientos. Se uti-
liz6 un disefio de bloques al azar con arreglo
factorial 4 x 3 x 3y tres repeticiones, lo que hizo
un total de 36 tratamientos/bloque.

Los factores estudiados fueron:

e Fertilizacion organica equivalente a: 100,
300y 500 kg de N/ha/afio y un tratamien-
to control (sin fertilizacion)

e Frecuencia de corte (60, 90 y 120 dias)

e Variedad: Cubana (C), Indonesia (),
Tigriada (T) y Acorazonada (A)
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Unidad experimental y manejo agronémico

Las mediciones se realizaron en el tercer afo
de evaluacion agronémica de una plantacion de
morera de 4 afios de edad y densidad de 25 000
plantas/ha. El area experimental abarc 108 par-
celasde 7 x 3 m, sin separacion entre ellas. Cada
parcela estuvo integrada por 64 plantas, separa-
dasa 0,4 my 1 mentre los surcos orientados de
este a oeste.

El corte de cada planta se realiz6 de manera
manual con tijera de poda, a la altura fija de
0,5 m sobre el nivel del suelo.

La fertilizacion organica (gallinaza) se apli-
cd directamente en el tronco de cada plantay el
control de malezas se realiz6 de forma manual,
ambos después de cada corte.

Los cortes correspondientes a las frecuencias
de 60, 90 y 120 dias para cada periodo
muestreado, se realizaron de forma tal que su
distribucion fuera equitativa en cada etapa, para
lograr que se reflejara de forma directa el efecto
de las condiciones ambientales en todo el pro-
ceso de evaluacion.

Prueba exploratoria

Con el objetivo de conocer si los grupos de
metabolitos secundarios en M. alba se encon-
traban presentes de manera comun en las dos
partes de la planta, se realiz6 un anélisis cualita-
tivo inicial de manera independiente al conjun-
to hojas-peciolos y a los tallos tiernos, donde se
pudo observar que ambas partes presentaban los
mismos grupos de compuestos secundarios.

Procedimiento de muestreo

El material vegetal formado por la fraccion
comestible de M. alba (hojas-peciolos-tallos tier-
nos) fue recolectado de forma manual a partir
de 10 plantas por parcela seleccionadas al azar,
luego de ser eliminado el efecto de borde de las
unidades experimentales.

Las muestras provenientes de cada réplica se
llevaron de forma inmediata al laboratorio, se
pesaron 5 g, se trituraron hasta tamafio homogé-
neoy, finalmente, fueron maceradas con 50 mL
de etanol al 98 % durante 48 horas.
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Pesquisaje fitoquimico

A los extractos alcoholicos provenientes de
los diferentes tratamientos se les aplicé el
tamizaje fitoquimico propuesto por Rondina y
Cassio, descrito por Alfonso, Fernandez,
Gonzélez y Avilés (2000); los anélisis se reali-
zaron por triplicado.

Las pruebas cualitativas para la deteccion de
cumarinas se hicieron a partir de modificacio-
nes realizadas al extracto crudo. La solucion al-
cohdlica fue tratada previamente con Pb(AcO),
al 4 %, el que contenia 0,5 % de AcOH con el
objetivo de eliminar las clorofilas, para después
centrifugar por 10 minutos a 2 500 repeticiones
por minuto, filtrar con papel y realizar una ex-
traccion con dos porciones de 20 mL de CHCI,
al filtrado. Del extracto cloroférmico, se evapo-
raron 2 mL de la solucion en una placa de por-
celana y se le adicion6 1 mL del reactivo de
Baljet.

Metabolitos investigados

Se investigaron un total de 15 grupos de
metabolitos, estos fueron: los fenoles, los
taninos, los grupos a-aminos, los triterpenos y
los esteroides, las fitoquinonas, los flavonoides,
las proantocianidinas y las catequinas, los
carbohidratos reductores solubles, los carde-
noélidos, las saponinas, las cumarinas, los
alcaloides y los cianégenos.

Para la descripcion de los ensayos se utilizo
el sistema de cruces para especificar la presen-
cia 0 ausencia de los metabolitos en los trata-
mientos. En todos los andlisis se siguieron los
criterios que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Criterios seguidos en las detecciones cuali-
tativas para el pesquisaje fitoquimico.

Criterio Nomenclatura
Presencia cuantiosa +++
Presencia notable ++
Presencia leve +
Ausencia -

En el caso del ensayo empleado para la
deteccion de saponinas se parti6 del criterio si-
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guiente: contenido abundante = altura de la es-
puma >14 mm; contenido moderado entre 10-
14 mm y contenido bajo <10 mm.

Previamente para el control de los reactivos
se utilizaron soluciones de compuestos patro-
nes (tabla 2).
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do, como Costa Rica (Benavides, 2002), Japon
(Machii, 2002) y Cuba (Martin et al., 2002).
Mediante el empleo del tamizaje fitoquimico,
de los 15 grupos de metabolitos investigados en
el conjunto hojas-peciolos-tallos tiernos, se
detectaron los fenoles, los flavonoides, las

Tabla 2. Soluciones utilizadas para el control de los reactivos.

Metabolito Ensayo Soluciones Control
Fenoles FeCl,1-10 % Fenol 1 %
Taninos Gelatina 1 % Acido tanico 1 %
Grupos alfa-aminos Ninhidrina 0,2 % L- Acido aspartico 1 %
Triterpenos/Esteroides Lieberman-Burchard Colesterol 2 %
Fitoquinonas Borntrager Quinol 2 %
Flavonoides Shinoda Quercetina 2 %

Proantocianidinas/Catequinas

Roseheim Fehling

D(+) Catequina 1 %

Carbohidratos reductores Benedict D(+) Glucosa 5 %
Cardendlidos Kedde Digitalis 2 % (masa/volumen)
Saponinas Prueba de espuma *

Cianogenos Guignard *

Cumarinas Baljet Cumarina 2 %

Alcaloides Wagner, Hager, Dragendorff Gramina 2 %

Efedrina 2 %

* No utilizadas

Los datos obtenidos a partir de los ensayos
cualitativos se llevaron a una escala numérica
(1-ausenciay 2, 3, 4-presencia) y el andlisis de
conglomerados se realiz6 mediante el método
de Ward, utilizando la distancia euclidiana como
criterio de diferencia entre los casos.

Resultados y discusion

La biomasa proveniente de M. alba, que ser-
viria como material vegetal de partida para los
analisis de los experimentos que forman esta
investigacion, fue nula para los tratamientos
donde no se fertiliz (parcelas control), como
producto de que ninguna de las variedades aportd
cantidades considerables de hojas ni de tallos
tiernos para poder ser incluidos en los resulta-
dos; este comportamiento fue comdn para los
dos periodos evaluados, asi como para las tres
frecuencias de defoliacion empleadas.

La necesidad que tiene la morera de ser fer-
tilizada es un consenso generalizado, al cual han
arribado los principales autores que investigan
sobre este tdpico en diferentes partes del mun-

cumarinas, los carbohidratos solubles, los
esteroides, los alcaloides y las saponinas; estos
aparecieron en todas las variedades, por lo que
la presencia de los mismos compuestos en cada
caso es una de las evidencias de la marcada com-
ponente genética del metabolismo secundario en
el género Morus.

Fenoles

Las tablas 3 y 4 muestran el comportamiento
de los compuestos fendlicos desde el punto de
vista cualitativo mediante la utilizacion de FeCl,
al 1%. En ambas épocas estos compuestos se
detectaron de forma abundante.

Todos los ensayos se caracterizaron por pre-
sentar una coloracion negra, la cual es una de
las propiedades de los extractos que contienen
una amplia diversidad de estructuras hidroxiladas.

No se encontraron diferencias apreciables
entre las épocas. En el PLL hubo una mayor va-
riabilidad con respecto al PPLL, aunque fue poco
marcada; también se observé una tendencia si-
milar entre las variedades.
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Tabla 3. Comportamiento cualitativo de los fenoles en el PPLL.

Variedad 60 dias 90 dias 120 dias
100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana e T s i I S S
Indonesia +++ A A
Tigriada I T o A = o S 5 S 5 S 5 S % S
Acorazonada +++ +++ A+ HHE A HHE
* kg N/ha/afio
Tabla 4. Comportamiento cualitativo de los fenoles en el PLL.
Variedad 60 dias 90 dias 120 dias
100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana e e o R o S o
Indonesia +++ 4+t A+ At A A A
Tigriada +++  ++ e+ e e e e R Rt
Acorazonada +++ ++  +++ A+ HHE A HHE

* kg N/ha/afio

La presencia de fenoles en la especie ha sido
reportada por Chunlian, Donsheng y Erjun
(1999) y por Dominguez, Tellesy Revilla (2001).

Estos tipos de metabolitos se encuentran
ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
formando parte de todas las plantas vasculares,
y su presencia ha sido detectada en algunas de
las principales plantas con interés forrajero en
diferentes latitudes, como Leucaena
leucocephala (Pedraza, Garciay Pacheco, 1997),
Calliandra calothyrsus (Salawu, Acamovic,
Stewart y Maasdorp, 1997), Acacia cyanophylla
(Ben Salem, Nefzaoui, Ben Salem y Tisserand,
2000) y en Macroptilium atropurpureum y
Lablab purpureus (Mupangwa, Acamovic,
Topps, Ngongoni y Hamudikuwanda, 2000).

Flavonoides

En las tablas 5 y 6 se presenta el resultado
correspondiente al analisis de los flavonoides.
Las pruebas cualitativas mostraron una mayor
variabilidad entre las variedades y las épocas.
Los ensayos oscilaron desde coloraciones rosa-
das tenues hasta tonos rojos intensos.

Rangos de variabilidades en escalas numéri-
cas han sido encontrados por Mengcheng,
Zhishen y Xiangrui (1996) y Zhishen, Jianming
y Mengsheng (1996) en M. alba. En igual senti-
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do, Chuanbu (2000) sefiala ensayos positivos en
el contenido de Rutina y detecciones generales.

Detecciones similares se han realizado en
Gliricidia sepium, Albizia lebbeck y legumino-
sas rastreras (Martinez, Hernandez y Guevara,
1996).

Cumarinas

Las cumarinas presentaron diferencias me-
nos marcadas que los flavonoides (tablas 7 y 8).
La coloracion naranja desarrollada por el
reactivo de Baljet fue comun para todos los en-
sayos realizados, aunque con diversos grados de
intensidad, segun la concentracién inherente a
cada tratamiento.

Las cumarinas en M. alba han sido detecta-
das por Dominguez et al. (2001), la Esculetina
por Marles y Farnsworth (1995) y la
Umbeliferona por Ho-Zoo y Won-Chu (2001).
Estos compuestos se han encontrado en G.
sepium (Ahn, Elliott y Norton, 1997) y en fami-
lias de especies templadas tales como
Umbeliferas y Rutaceas (Berenbaum, 1991).

Carbohidratos reductores solubles

Las tablas 9 y 10 muestran el comportamiento
de los carbohidratos solubles en ambos perio-
dos; estos intermediarios del metabolismo fue-
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Tabla 5. Comportamiento cualitativo de los flavonoides en el PPLL.

Variedad 60 dias 90 dias 120 dias
100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana +++ o+ R T s T o =
Indonesia +++ ++ + o+ o+t + + 4+ 4t
Tigriada I S e G A = = S S e
Acorazonada +++  ++ i s s S =
* kg N/ha/afio
Tabla 6. Comportamiento cualitativo de los flavonoides en el PLL.
Variedad 60 dias 90 dias 120 dias
100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana + T = T S S A S S A = o
Indonesia ++  ++ ++  ++ ++ T = = S = = S S
Tigriada T = = S - S o S i s
Acorazonada ++  ++ ++  ++ ++ ++ o+ttt
* kg N/ha/afio
Tabla 7. Comportamiento cualitativo de las cumarinas en el PPLL.
Variedad 60 dias 90 dias 120 dias
100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana e I T S = N e s s s
Indonesia S = = S S S N e s e
Tigriada e = S S S R
Acorazonada ++  +++  +++ ++ ++ ++ o+t
* kg N/ha/afio
Tabla 8. Comportamiento cualitativo de las cumarinas en el PLL.
Variedad 60 dias 90 dias 120 dias
100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana I S S S S A o e s s T
Indonesia e o I = s S s s = R S
Tigriada I = = S S o S o e e T s = e s
Acorazonada ++  +++  H++ HH+ HH+ HHE HHE HEE
* kg N/ha/afio
ron detectados en forma cuantiosa, de acuerdo ~ Esteroides

con el contenido energético reportado en la es-
pecie y la elevada concentracion de sacaridos
en sus extractos alcohdlicos (Fujun, Nakashima
y Kimura, 1995; Jun, Rong y Hongzhang, 2000).

En este caso no se encontraron diferencias
muy marcadas entre las épocas, las variedades y
las frecuencias de defoliacion.

El andlisis cualitativo en la deteccion de
triterpenos y esteroides (tablas 11 y 12) reveld
una elevada similitud entre los tratamientos. Los
esteroides fueron detectados de manera abun-
dante y el ensayo aplicado se caracterizé por una
coloracion azul verdosa intensa, lo que eviden-
cia la presencia de varios esteroles en el tejido
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Tabla 9. Comportamiento cualitativo de los carbohidratos en el PPLL.

. 60 dias 90 dias 120 dias
Variedad
100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana e = A s e e e e
Indonesia e = = G B R S
Tigriada 4+ At At
Acorazonada +++ +++  +++ HH+ HH+ HH+ HHE At

* kg N/ha/afio

Tabla 10. Comportamiento cualitativo de los carbohidratos en el PLL.

. 60 dias 90 dias 120 dias
Variedad
100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana I T s o S o S
Indonesia R T s = = S S
Tigriada 4+ At
Acorazonada +++ +++  +++ HH+ HH+ +H+ HHE

* kg N/ha/afio

Tabla 11. Comportamiento cualitativo de los esteroides en el PPLL.

. 60 dias 90 dias 120 dias
Variedad
100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana e I e = s s s o o SR o SR
Indonesia I e e o o SR o o S S o e
Tigriada e T s T = s = = s = - SO S
Acorazonada +++ +++ +++  +++  +++ +++ +++ HHE

* kg N/ha/afio

Tabla 12. Comportamiento cualitativo de los esteroides en el PLL.

. 60 dias 90 dias 120 dias

Variedad

100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana e T G s I = R T SR o SO S
Indonesia e T s T = S T T SR o SO S
Tigriada +4++ A+ A+ e e e e R
Acorazonada +++ +++ A+t HHE A+ HHE
* kg N/ha/afio

vegetal (Galindo, Rosales, Murgueitio y  Alcaloides

Larrahondo, 1989).
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Los alcaloides se investigaron mediante el

La presencia de R-Sitosterol y Estigmasterol
ha sido sefialada por Mengzhao (1989) y trazas
de colesterina por Xiangrui y Hongsheng (2001).

Los resultados generales obtenidos para este
grupo de metabolitos en la especie estan acor-
des con lo reportado por Mengzhao (1989).

empleo de tres reactivos de grupo; en las tablas
13 y 14 se observan algunas variaciones en el
PPLL cuando se compara con el PLL.

Estos metabolitos, conjuntamente con los
flavonoides, expresaron la mayor variabilidad
en las pruebas de deteccion.
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Tabla 13. Comportamiento cualitativo de los alcaloides en el PPLL.

. 60 dias 90 dias 120 dias
Variedad
100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana e = = A e T e e e e
Indonesia e = = S S = R S
Tigriada 4+ At At
Acorazonada +++ +++  +++ H++ HHE HH+ HHE

* kg N/ha/afio

Tabla 14. Comportamiento cualitativo de los alcaloides en el PLL.

. 60 dias 90 dias 120 dias
Variedad
100* 300* 500* 100* 300* 500* 100* 300* 500*
Cubana I S S A i e s s T e
Indonesia +H+ .+ ++
Tigriada +++  +++ + + e+ At AR
Acorazonada ++ + + F+ A+ At A

* kg N/ha/afio

La presencia de alcaloides y compuestos
aminados en el tejido vegetal de la morera ha
sido reportada por Ho-Zoo y Won-Chu (2001).

Los alcaloides se han encontrado en arboles
de uso forrajero, especialmente en plantas dico-
tiledoneas (Ramos, Frutos, Giraldez y Mante-
con, 1998), y de forma particular en las legumi-
nosas forrajeras del género Erythrina (Sotelo,
Soto y Lucas, 1996).

Saponinas

Todos los extractos ensayados mostraron al-
turas relativas de la espuma entre 10-14 mm,
equivalente a contenidos moderados de estos
metabolitos (Galindo et al., 1989).

La prueba no result6 concluyente para poder
aseverar la presencia de estos compuestos, ya
que el principio del método consiste solamente
en la disminucion de la tension superficial del
medio, por lo que otros compuestos con propie-
dades estructurales similares en la planta, como
mucilagos y glicésidos esteroidales, pudieron
crear falsos positivos al respecto.

Detecciones positivas en M. alba han sido
realizadas por Dominguez et al. (2001), y nega-
tivas por Maldonado, Grande, Aranda y Pérez-
Gil (2000).

Metabolitos no detectados

El resto de los compuestos investigados
mostraron resultados negativos en todas los
tratamientos; el conjunto estuvo formado por:
grupos oi-aminos, taninos que precipitan protei-
nas, proantocianidinas/catequinas, cardendlidos,
fitoquinonas y cianégenos.

La no presencia de grupos o-aminos,
proantocianidinas/catequinas y fitoquinonas
también ha sido reportada por Dominguez et al.
(2001).

La ausencia de taninos que precipitan protei-
nas, corroborada en este experimento y que apo-
ya lo expresado por Garcia, Ojeday Pérez (2002)
con la utilizacién de gelatina como proteina para
inducir la precipitacion, coincide con los resul-
tados de pruebas realizadas por Makkar, Singh
y Negi (1989) y Makkar y Becker (1998) al
emplear BSA como proteina precipitante.

Aunque las pruebas desarrolladas con el
reactivo de Roseheim demuestran la inexisten-
cia evidente de taninos condensados, no se pue-
de expresar con certeza absoluta que no exista
ningun tipo de tanoide en la especie, en primer
lugar por lo controvertida que resulta la defini-
cién de estos metabolitos, y teniendo en cuenta
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también que en el ensayo de precipitacion solo
resultan positivos los taninos que presenten un
peso molecular considerable, capaces de unirse
a la proteina e insolubilizarse (Leinmueller,
Steingass y Menke, 1993).

De todos los metabolitos detectados, los
fenoles, los esteroides y los carbohidratos solu-
bles presentaron una menor variabilidad con los
factores estudiados; en cambio, las cumarinas,
los flavonoides y los alcaloides mostraron ma-
yores diferencias entre los tratamientos.

Analisis de agrupacion en las pruebas cua-
litativas

Para determinar la tendencia de agrupacion
de los tratamientos dentro de los factores en es-
tudio, se empled el analisis de conglomerados
mediante el método de Ward (Rossi, Pereira y
Gonzélez, 2000; Navarro, 2002).

Las tablas 15y 16 muestran la agrupacion en
el PPLL y enel PLL. En ambas épocas se obser-
v6 un marcado efecto de la frecuencia de corte
en comparacion con los factores variedad y fer-
tilizacion; la importancia de la edad de rebrote y
su repercusion en el metabolismo secundario ha
sido sefialada por Brooks y Owen-Smith (1994).

El agrupamiento por edad de rebrote se hizo
més marcado en el PPLL, excepto para la fre-
cuencia de 60 dias, en comparacion con el PLL.
En el PPLL el porcentaje de miembros de cada
conglomerado, agrupados en la frecuencia mas
poblada, fue de 57, 78 y 85 % para los conglo-
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merados 1, 2 y 3, respectivamente; en cambio,
para el PLL fue de 67, 62 y 80 %, respectiva-
mente.

Basado en el analisis de las distancias
euclidianas, se pudo comprobar que para el
PPLL la frecuencia de 60 dias mostrd diferen-
cias con respecto a las de 90 y 120 dias; este
resultado concuerda con las diferencias encon-
tradas por Mochiutti (1995) en las frecuencias
de defoliacion mayores (50 dias), en compara-
cién con las mas bajas (75 y 100 dias) para
algunos metabolitos secundarios en G. sepium.
En el PLL la frecuencia que mostro caracteristi-
cas diferentes al resto fue la de 120 dias; la
tendencia a la diferenciacion de las frecuencias
mayores, asi como la menor repercusion fi-
sioldgica de los metabolitos secundarios en la
nutricion animal para estas edades de rebrote,
ha sido reportada por Steward, Allison'y Simons
(1996).

Conclusiones

La especie M. alba contiene, tanto en las ho-
jas como en los tallos tiernos, fenoles,
flavonoides, cumarinas, carbohidratos solubles,
esteroles, alcaloides y saponinas, los cuales es-
tuvieron presentes en los tres niveles de fertili-
zacion, las tres frecuencias de corte y las dos
épocas. La mayor variabilidad se observo en el
caso de los flavonoides, las cumarinas y los
alcaloides; mientras que los fenoles, los
carbohidratos solubles y los esteroles no pre-

Tabla 15. Agrupacion en el analisis cualitativo para el PPLL.

Conglomerados PPLL

. N 1
Frecuencia Fertilizacion C | T A
60 100 X
300 X X X
500 X X X X
90 100
300
500 X X
120 100 X X X
300 X

500

2 3
C I T A c | T A
X X X
X
X X X X
X X
X
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Tabla 16. Agrupacion en el analisis cualitativo para el PLL.

Conglomerados PPLL

Frecuencia Fertilizacion A

60 100
300
500

X

X X X|O
X X X|H

2 3
C I T A C | T A

90 100
300
500
100
300
500 X

X
X
X
X

120

X
X X X X
X X X

sentaron diferencias marcadas entre los trata-
mientos. La edad de rebrote fue la variable de
mayor influencia en el metabolismo secundario
de las cuatro variedades de M. alba.

Recomendaciones

Emplear técnicas analiticas con vistas a cuan-
tificar los grupos de compuestos detectados en
el andlisis cualitativo y dilucidar numéricamen-
te, en otras investigaciones, la influencia de cada
factor en las concentraciones de los metabolitos
secundarios.
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