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Secondary metabolites of Leucaena leucochephala. Their relationship
with some climate elements, different expressions of digestibility and
primary metabolites
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Pearson correlation coefficients were established among secondary
metabolites of Leucaena leucocephala and some climatic factors
(maximum, minimum and mean temperature, rainfall and number
of rainy days), primary metabolites and digestibility (organic
matter, dry matter, protein and NDF). The metabolites were A)
secondary: total tannins, total phenols, total condensed tannins,
free condensed tannins, alkaloids, saponins, triterpenes, steroids
and flavonoids and B) primary: glucose, fructose, sucrose and
N. Secondary metabolites were correlated with the maximum
temperature and the highest coefficient (r = 0.78) was for steroids.
Similar result was obtained for condensed tannins bound to the
fiber, but with the minimum temperature (r = -0.90). The highest
coefficient for the number of rainy days was presented in flavonoids
(r=0.99), while for total rainfall coefficient, it was for total phenols
(r = -0.90). Correlation coefficients between the secondary
metabolites and OMD ranged from -0.57 to -0.74. For the in vitro
of dry matter digestibility, they ranged between -0.65 and -0.94 and
for NDF between -0.91 and -0.98. For PBD, the values were the
lowest (-0.39 and 0.55). Considering the phenolic compounds as
independent variables and related to alkaloids, saponins, triterpenes,
steroids and flavonoids, the highest coefficients (>0.80) were
recorded by total tannins, total phenols, total condensed tannins and
condensed tannins bound to fiber. When the secondary metabolites
were related to the primary metabolites (glucose, fructose, sucrose
and N), coefficients were negative and varied between -0.41 and
-0.98. It can be concluded that the elements of the climate influenced
the studied metabolites. All digestibility expressions were
negatively affected by the presence of the secondary metabolites.
Phenolic compounds were positively correlated with flavonoids,
alkaloids, saponins, triterpenes and steroids, while primary
metabolites correlated negatively with secondary metabolites. It
is recommended to consider the results of this study in Leucaena
leucocephala to assess the effect of climate change on the secondary
metabolites, counteract the negative effect of these compounds
on ruminant feeding systems, conduct future research to establish
its maximum allowable value in the diet and apply the simulation
and mathematical modeling to predict the performance of these
substances in this and other plants.

Key words: antinutritional factors, digestibility, legumes,
temperature, rain

Grasses, legumes, trees and shrubs play an important
role in animal feeding due to the quality of biomass
and because it is an alternative to reduce the use of
concentrated feed due to its high prices (Diaz 2014

Se establecieron los coeficientes de correlacion de Pearson entre los
metabolitos secundarios de Leucaena leucocephala 'y algunos factores
climaticos (temperatura maxima, minima y media, lluvia y nimero de
dias con lluvia), los metabolitos primarios y las digestibilidades (materia
organica, materia seca, proteina y FDN). Los metabolitos fueron A)
secundarios: taninos totales, fenoles totales, taninos condensados totales,
taninos condensados totales, taninos condensados libres, alcaloides,
saponinas, triterpenos, esteroides y flavonoides) y B) primarios: glucosa,
fructosa, sacarosa y N. Los metabolitos secundarios se correlacionaron
con la temperatura maxima y el mayor coeficiente (r=0.78) fue para los
esteroides, similar resultado se obtuvo para los taninos condensados
ligados a la fibra, pero con la temperatura minima (1= -0.90). El mayor
coeficiente para el nimero de dias con lluvias se presentd en los
flavonoides (1=0.99), mientras que para la lluvia total fue para los fenoles
totales (= -0.90). Los coeficientes de correlacion entre los metabolitos
secundarios y la DMO variaron entre -0.57 y -0.74. Para la DIVMS
fluctuaron entre -0.65 y -0.94; para FDN entre -0.91 y -0.98, mientras
que para la DPB fueron los menores (-0.39 y 0.55). Al considerar los
compuestos fendlicos como variables independientes y relacionarlos
con los alcaloides, saponinas, triterpenos, esteroides y flavonoides, los
mayores coeficientes (>0.80) lo registraron lo taninos totales, fenoles
totales, taninos condensados totales y taninos condensados ligados a
la fibra. Al relacionar los metabolitos secundarios con los metabolitos
primarios (glucosa, fructosa, sacarosa y N), los coeficientes fueron
negativos y variaron entre -0.41 y -0.98. Se concluye que los elementos
del clima influyeron en los metabolitos estudiados. Todas las expresiones
de digestibilidad se afectaron negativamente por la presencia de los
metabolitos secundarios. Los compuestos fendlicos se correlacionaron
positivamente con los flavonoides, alcaloides, saponinas, triterpenos y
esteroides, mientras que los metabolitos primarios se correlacionaron
negativamente con los metabolitos secundarios. Se recomienda
considerar los resultados de este estudio en Leucaena leucocephala para
valorar el efecto del cambio climatico en los metabolitos secundarios;
contrarrestar el efecto negativo de estos compuestos en los sistemas
de alimentacion de rumiantes; realizar investigaciones futuras que
permitan establecer su valor maximo permisible en la dieta y aplicar la
simulacion y modelacion matematica para predecir el comportamiento
de estas sustancias en esta y otras plantas.

Palabras clave: factores antinutricionales, digestibilidad,
leguminosas, temperatura, lluvia

Los pastos de gramineas, leguminosas, arboles y
arbustos desempefian una funcion protagoénica en la
alimentacioén animal por la calidad de la biomasa asi
como alternativa para reducir el uso de los alimentos
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and Friedrich 2014). However, it is necessary to master
its chemical composition and its variation sources
(Boufennara et al. 2012).

Among the tree legumes, Leucaena leucocephala
has great diffusion in the tropics, due to the multiple
advantages of its use. This allowed to establish
utilization systems that favor milk and meat production,
economically viable and environmentally friendly (Ruiz
et al. 2008). However, most studies have focused their
attention on the content of protein, fiber, minerals and
digestibility (Wencomo and Ortiz 2012), while those
related to secondary metabolites (Pedraza 2008) are
scarce.

These secondary metabolites are composed by a
wide range of chemical compounds (tannins, phenols,
alkaloids, saponins, and some others) that can produce
different effects on the growth and productivity of
the animal, depending on its concentration and time
of ingestion, among others factors (Semmar et al.
2011).

There is a large literature on the variation of the
chemical composition of grasses and legumes with
respect to the components of the management and
it is frequent to have these results according to the
weather season (dry and rainy season), age of regrowth
and fertilization, among other aspects. However, this
information is not extensive in legume secondary
metabolites, and especially, in their relation to the factors
that are part of the climate.

On the basis of these cited elements, the objective
of this study was to establish the Pearson correlation
coefficient between: a) secondary metabolites of
Leucaena leucocephala and some climatic factors, b)
different expressions of digestibility and c¢) primary
metabolites, glucose, fructose, sucrose and N.

Materials and Methods

Location, soil and climate. The research was
carried out in the experimental area of the Universidad
de Granma, Cuba, in a brown soil with carbonate
(Hernandez et al. 1999), pH 6.2, P,O,, K,O and
N contents of 2.4, 33.4 and 3.0 mg/100g of soil,
respectively, and 3.6 % of organic matter. The
experiment lasted two years and the maximum,
minimum and mean temperatures, rainfall and number
of days with rain were quantified.

Procedure and sampling. Leucaena leucocephala
with two years of established was used, in plots of
0.5 ha. Samplings was performed every 60, 120 and
180 d of regrowth in 10 random plants. In each plant,
the animal browsing was simulated, considering
leaves, petioles and stems with diameter inferior to
two centimeters. All the material sampled at each plant
was mixed until a homogeneous sample was obtained,
and it was dried in a forced air circulation oven for
72 hours at 65 °C. The samples were milled to a particle
size of 1 mm.
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concentrados debido a sus altos precios (Diaz 2014 y
Friedrich 2014). No obstante, es necesario dominar
su composicion quimica y sus fuentes de variacion
(Boufennara et al. 2012).

Entre las leguminosas arboreas, Leucaena leucocephala
tiene gran difusion en el tropico, debido a las multiples
ventajas de su utilizacion. Esto permiti6 establecer sistemas
de utilizacion que favorecen la produccion de leche y
carne, econdmicamente viable y amigable con el medio
ambiente (Ruiz ef al. 2008). Sin embargo, la mayoria de
los estudios han centrado su atencion en el contenido de
proteina, fibra, minerales y digestibilidad (Wencomo y Ortiz
2012), mientras que son escasos los relacionados con los
metabolitos secundarios (Pedraza 2008).

Estos metabolitos secundarios estan integrados por
una amplia gama de compuestos quimicos  (taninos,
fenoles, alcaloides y saponinas, entre otros) que
pueden producir variados efectos en el crecimiento
y productividad del animal, en dependencia de su
concentracion y del tiempo de ingestion, entre otros
factores (Semmar et al. 2011).

Amplia es la literatura que sefiala la variacion de la
composicion quimica, de las gramineas y leguminosas,
con respecto a los componentes del manejo y es frecuente
que se presenten estos resultados de acuerdo con la
estacion climatica (periodo lluvioso y poco lluvioso),
edad de rebrote y fertilizacion, entre otros aspectos. Sin
embargo, esta informacion no es vasta en los metabolitos
secundarios de las leguminosas y, en especial, en su
relacion con los factores que integran el clima.

Sobre la base de estos elementos antes citados, el
objetivo de este trabajo fue establecer el coeficiente
de correlacion de Pearson entre: a) los metabolitos
secundarios de Leucaena leucocephala y algunos
factores climaticos, b) las diferentes expresiones de
digestibilidad y c) los metabolitos primarios, glucosa,
fructosa, sacarosa y N.

Materiales y Métodos

Localizacion, suelo y clima. La investigacion se
realizo en el area experimental de la Universidad de
Granma, Cuba, en suelo pardo con carbonato (Hernandez
etal. 1999), pH 6.2, contenidos de P,O,, KOy N de 2.4,
33.4y 3.0 mg/100g de suelo, respectivamente, y 3.6 %
de materia organica. El experimento tuvo dos afios de
duracion y se cuantificaron las temperaturas maxima,
minima y media, lluvia y nimero de dia con lluvia.

Procedimiento y muestreo. Se emple6 la Leucaena
leucocephala con dos afnos de establecida, en parcelas
de 0.5 ha. Los muestreos se realizaron cada 60, 120 y
180 d de rebrote en 10 plantas al azar. En cada planta
se simul6 el ramoneo del animal, considerando las
hojas, los peciolos y los tallos con diametro inferior a
dos centimetros. Todo el material muestreado en cada
planta se mezcl6 hasta obtener una muestra homogénea,
se seco en estufa de circulacion de aire forzado durante
72 horas a 65 °C. Las muestras se molinaron a tamafio
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Chemical analysis of samples. The crude protein
content (AOAC 2016) was determined. Phenols and
total tannins were determined by the Folin-Ciocalteu
method, before and after treatment of extracts with
polyvinylpolypyrrolidone (Makkar et al. 1988).
Condensed, free tannins and those bound to the fiber
were quantified with the use of nbutanol/HCI/Fe**
(Porter et al. 1985). Flavonoids were determined
according to Bohm and Koupai-Abyazani (1994),
saponins, according to Obadoni and Ochuko (2002),
alkaloids as indicated by Muzquiz et al. (1994),
triterpenes according to Jie-Ping and Chao-Hong
(2006) and steroids using Galindo et al. (1989)
method.

For quantifying sugars, a HPLC (WATERS) of 2410
refraction index detector, with the use of Empower
Pro 2002 program. The isocratic chromatographic
method was used (constant flow), from 1 mL/min
with a mobile phase of water + sulfuric acid at
0.01 N and 50 °C of column temperature. The used
column was BioRad Amino HPX-87M ionic exclusion of
300 mm x 7.8 mm.

The in vitro digestibility was quantified in the
DaisylI® (ANKOM 2000) incubator. For in situ
digestibility, the Mehrez and Orskov (1977) method
was used, with the use of three sheep provided with
a permanent ruminal cannula. Bags (15 cm x 10 cm),
with 45 um of pore size, were used for incubations. At
72 h, bags were extracted, washed with cold water, dried
in a forced air oven at 53 °C up to reaching a constant
weight, and they were weighed. Residues were processed
in the ANKOM (2000) fiber analyzer, for determining
NDF and ADF digestibility. The N was determined
(Kjeldhal method) in order to establish CP digestibility
and organic matter was determined according to Aumont
et al. (1995).

Statistical analysis. Pearson correlation coefficients
(Visauta 2007) were determined among the secondary
metabolites (total phenols, total tannins, fiber-bound
condensed tannins, free condensed tannins) and: a)
some climatic factors (maximum, minimum and mean
temperature, number of days with rains and total
rain) b) digestibility of OM, DM, CP and ADF and c)
primary metabolites (glucose, fructose, sucrose and N).
In addition, relationships among total phenols, total
tannins, fiber-bound condensed tannins, free condensed
tannins and alkaloids, saponins, triterpenes, steroids and
flavonoids were established. There are only report about
coefficients higher than = 0.40, and 95 % of probability
(Andrade et al. 2015).

Results

Secondary metabolites were positively correlated
with maximum temperature (0.43-0.78), while this
was negative (0.41-0.90) with minimum temperature
and there was no correlation with the mean for total
phenols, total tannins, fiber-bound condensed tannins,
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de particula de 1 mm.

Analisis quimico de las muestras. Se determiné el
contenido de proteina bruta (ADAC 2016); fenoles y taninos
totales por el método de Folin-Ciocalteu, antes y después
del tratamiento de los extractos con polivinilpolipirrolidona
(Makkar et al. 1988); taninos condesados, libres y ligados
a la fibra con la utilizacion de nbutanol/HCI/Fe** (Porter
et al. 1985); flavonoides segin Bohm y Koupai-Abyazani
(1994); saponinas, de acuerdo con Obadoni y Ochuko
(2002); alcaloides como lo sefialan Muzquiz et al. (1994);
triterpenos segun Jie-Ping y Chao-Hong (2006) y esteroides
mediante Galindo et al. (1989).

Para la cuantificacion de los azucares, se utilizd
un HPLC (WATERS) de 2410 detector de indice de
refraccion, con la utilizacion del programa Empower
Pro 2002. El método cromatografico adoptado fue el
isocratico (flujo constante), de 1 mL/min con fase movil
de agua + acido sulfurico 0.01 Ny 50 °C de temperatura
de columna. La columna utilizada fue exclusion ionica
BioRad Amino HPX-87M de 300 mm x 7.8 mm.

La digestibilidad in vitro se cuantific6 en el incubador
DaisylI® (ANKOM 2000). Para la degradabilidad in
situ, se utilizo el método de Mehrez y Orskov (1977) con
la utilizacion de tres ovejas provistas de canula ruminal
permanente. Se utilizaron bolsas (15 cm x 10 cm) para las
incubaciones con 45 um de tamafio de poro. A las 72 h, las
bolsas se extrajeron, se lavaron con agua fria, se secaron en
estufa de aire forzado a 53 °C hasta alcanzar peso constante
y se pesaron. Los residuos se procesaron en el analizador
de fibra ANKOM (2000) para determinar la digestibilidad
de la FDN y FDA. Se determind el N (método Kjeldhal)
para establecer la digestibilidad de la PB y la de la materia
organica se establecio seglin Aumont et al. (1995).

Andalisis estadistico. Se determinaron los coeficientes
de correlacion de Pearson (Visauta 2007) entre los
metabolitos secundarios (fenoles totales, taninos
totales, taninos condensados ligados a la fibra, taninos
condensados libres) y: a) algunos factores climdticos
(temperatura méxima, minima y media, nimero de dias
con lluvias y lluvia total) b) las digestibilidades de la MO,
MS, PB y FDN y ¢) los metabolitos primarios (glucosa,
fructosa, sacarosa y N). Ademas, se establecieron las
relaciones entre los fenoles totales, taninos totales, taninos
condensados ligados a la fibra, taninos condensados
libres y los alcaloides, saponinas, triterpenos, esteroides y
flavonoides. Solo se informan los coeficientes mayores de
+ (0.40, con probabilidad de 95 % (Andrade et al. 2015).

Resultados

Los metabolitos secundarios se correlacionaron
positivamente con la temperatura maxima (0.43-
0.78), mientras que esta fue negativa (0.41-0.90) con
la temperatura minima y no hubo correlacion con la
media para los fenoles totales, taninos totales, taninos
condensados totales, taninos condensados ligados
a la fibra, saponinas y triterpenos. El coeficiente de
correlacion fue positivo con el nimero de dias con lluvias
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free condensed tannins, saponins and triterpenes. The
coefficient of correlation was positive with the number of
days with rain and varied between 0.65 and 0.99, while
with total rain, it was variable (table 1).

Total tannins and total phenols showed high and
positive correlations with flavonoids, alkaloids, saponins,
triterpenes and steroids, while for total condensed tannins,
fiber-bound condensed tannins and free condensed
tannins, the correlations were smaller (table 2 ).

Secondary metabolites were negatively correlated
with the digestibilities of organic matter (OMD), in vivo
dry matter (IVDDM), protein (DPC) and NDF (DNDF),
but the highest amount was recorded in the latter, with
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y vario entre 0.65 y 0.99, mientras que con la lluvia total
fue variable (tabla 1).

Los taninos totales y fenoles totales mostraron altas
y positivas correlaciones con los flavonoides, alcaloides,
saponinas, triterpenos y esteroides, mientras que para
los taninos condensados totales, taninos condensados
ligados a la fibra y taninos condensados libres, las
correlaciones tuvieron menor magnitud (tabla 2).

Los metabolitos secundarios se correlacionaron
negativamente con las digestibilidades de la materia
orgénica (DMO), in vivo de la materia seca (DIVMS), de
la proteina (DPB) y de la FDN (DFDN), pero la mayor
magnitud se registrd en esta ultima con coeficientes de

Table 1. Relation between secondary metabolites and some weather factors

Independent variable

Secondary metabolite Temperature, °C Rains

Maximum  Minimum  Mean #days  Total, mm
Total tannins 0.64%** -0.75%** 0.88%** 0.67%**
Total phenols 0.64%** -(.73%** 0.69%** -0.90%**
Total condensed tannins 0.60%** -0.83%** - 0.81%** 0.59%**
Fiber-bound condensed tannins 0.53%** -0.90*** - 0.71%** 0.48**
Free condensed tannins 0.43%%* -0.41%* 0.75%**  0.65%* 0.67%**
Alkaloids 0.70%** -0.52%** 0.98%** 0.79%**
Saponins 0.62%** -0.74%** 0.90%** 0.68***
Triterpenes 0.48** -0.84%** 0.78*** 0.44**
Steroids 0.78%** -0.48%* 0.42%*  0.97*** 0.77%**
Flavonoids 0.70%** -0.49%* - 0.99%** 0.81%**
*P<0.05 **P<0.01 **% P<0.001

Table 2. Relation between phenolic compounds and flavonoids, alkaloids, saponins, triterpenes and steroids

Dependant variable

Independent variable

Flavonoids  Alkaloids Saponins Triterpenes Steroids
Total tannins 0.93%** 0.94%** 0.99%*** 0.96%** 0.94%**
Total phenols 0.93%** 0.95%** 0.99%*** 0.96%** 0.94%**
Total condensed tannins 0.88%* 0.89%* 0.98%* 0.97** 0.89%*
Fiber-bound condensed tannins 0.79%* 0.81%* 0.95%** 0.96%** 0.81%%*
Free condensed tannins 0.57* 0.54* - - 0.50%*
*P<0.05 **P<0.01 **% P<0.001
Table 3. Relation between secondary metabolites and digestibility
. . Dependant variable
Independient variable
OMD IVDDM CPD NDFD

Total tannins -0.71%** -0.80%**  -0.39%* -0.94%**

Total phenols -0.71%%* -0.81***  -0.40* -0.95%**

Total condensed tannins -0.73%%* -0.74%%* - -0.91%**

Fiber-bound condensed tannins - - - -

Free condensed tannins - -0.65%** (. 53%** (. 47**

Alkaloids -0.57%%* -0.92%** (. 55%*k* (), 98***

Saponins -0.70%%* -0.81%**  .0.4]1%* -0.95%**

Triterpenes -0.74%%* -0.78%*** - -0.89%#*

Steroids -0.65%** -0.94%**  .0.46%* -(0.98%**

Flavonoids -0.59%** -0.93%** (. 52%*k* (), 98***

*P<0.05  **P<0.01 *** P<0.001
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coefficients of -0.98, except for free condensed tannins,
where the coefficient was only -0.47 (table 3).

Negative correlations were found between secondary
metabolites and primary metabolites glucose, fructose,
sucrose and N. The highest coefficient was found for
N and, in general, the lowest value was obtained for
glucose (table 4).
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-0.98, con excepciodn de los taninos condensados libres,
donde el coeficiente fue solo de -0.47 (tabla 3).

Se encontraron correlaciones negativas entre los
metabolitos secundarios y los metabolitos primarios
glucosa, fructosa, sacarosa y N. El mayor coeficiente
se encontrd para el N y, en general, el menor valor se
obtuvo para la glucosa (tabla 4).

Table 4. Relation between secondary metabolites and primary metabolites

Independant variable

Depedant variable

Glucose Fructose Sucrose N
Total tannins -0.66** -0.90** -0.70** -0.98**
Total phenols -0.68** -0.88%* -0.72%* -0.92%*
Total condensed tannins -0.56* -0.94%* -0.62%* -0.96%**
Fiber-bound condensed tannins -0.41%* -0.98%* - -0.90%**
Free condensed tannins -0.89%* - -0.86%* -
Alkaloids -0.87** -0.70** -0.90** -0.98**
Saponins -0.68** -0.84** -0.72%* -0.99%*
Triterpenes -0.54%* -0.91** -0.58* -0.93%*
Steroids -0.83%* -0.72%* -0.86%** -0.96%**
Flavonoids -0.88%* -0.69%* -0.91%* -0.98%*
* P<0.05 **P<0.01
Discussion Discusion

It is considered that there are approximately 24000
chemical compounds in the plant kingdom that have
toxic and antinutritional effects, termed secondary
metabolites. They are widely distributed and legumes
contain many of these substances.

Nowadays, their functions in the vegetable kingdom
are much more enlightened than they were ten years
ago. They are referred to as a means of defense against
herbivores, symbiosis regulators, seed germination
controllers, allopathic effects, have a direct involvement
in the plant-animal relationship, and contribute to
the adaptation of plants to prevailing environmental
conditions, among other several functions (Makkar et
al. 2007).

In addition, it has been reported that there is a
group of substances generated by natural metabolism
of plant species and that, by different mechanisms,
exert contrary effects to the optimal nutrition of the
animals when they are consumed, due to their varied
effects on digestive and metabolic processes (Pérez et
al. 2013). However, it should not be forgotten that the
designation that characterizes its antinutritional nature
was adopted from the approach of resource for feeding
herbivores, and not from the functions they fulfill in
the plant tissues.

Everything seems to indicate that the increase
of the maximum temperature favors the synthesis
of secondary metabolites, like when the minimum
temperature decreases. This could be related to
their function as protective agents of plants against
predators or negative weather conditions (Ryan et al.

Se considera que existen, aproximadamente, 24000
compuestos quimicos en el reino vegetal que tienen
efectos toxicos y antinutricionales, denominados
metabolitos secundarios. Se encuentran ampliamente
distribuidos y las leguminosas portan muchas de estas
sustancias.

En la actualidad, sus funciones en el reino vegetal
estan mucho mas esclarecidas que hace diez afios.
Se hallan referidas como un medio de defensa contra
herbivoros, reguladores de la simbiosis, controladoras
de la germinacion de la semilla, efectos alelopaticos,
intervienen directamente en la relacion planta-animal
y contribuyen a la adaptacion de las plantas a las
condiciones ambientales imperantes, entre otras
multiples funciones (Makkar et al. 2007).

Ademas, se ha informado que existe un grupo de
sustancias generadas por el metabolismo natural de las
especies vegetales y que, por diferentes mecanismos,
ejercen efectos contrarios a la optima nutricion de los
animales cuando las consumen, debido a sus variados
efectos en los procesos digestivos y metabolicos (Pérez
et al. 2013). Sin embargo, no se debe perder de vista
que la denominacién que caracteriza su naturaleza
antinutricional se adopt6 a partir del enfoque de recurso
para la alimentacion de herbivoros, y no de las funciones
que cumplen en los tejidos de los vegetales.

Todo parece indicar que el incremento de la
temperatura maxima favorece la sintesis de los
metabolitos secundarios, al igual que cuando disminuye
la temperatura minima. Esto pudiera estar relacionado
con el papel que ellos desempeilan como agentes
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2010). This statement is confirmed by the results of
this research, but it should be added that while the
minimum temperatures are lower, the synthesis of these
compounds is higher.

Biochemical and physiological processes, related
to synthesis, transport and degradation of substances
in plants, are influenced by the temperature in which
they are developed, their relation with kinetics
of biochemical reactions and the maintenance of
membrane integrity (Murray and Keely 2009).
This previous information is evidenced by the
low correlation or its absence between secondary
metabolites and mean temperature.

In Cubea, the temperature is characterized by a relative
homogeneity in plain areas and variations associated to
altitude. However, daily oscillations surpass the annual
one and, therefore, the performance of minimum and
maximum temperature gains importance, as well as
the differentiation among the periods that characterize
each season, regarding the performance of chemical
compounds, especially of secondary metabolites of
varieties and species.

Not all forage species have the same optimal value
of temperature for fulfilling these functions. Ramirez
(2010) reported that the optimal photosynthetic value
for legumes is between 30 and 35 °C, with high
sensitivity to low temperatures, which negative effects
occur between 0 and 15 °C, although in some species,
it starts from 20 °C, when humidity is not a limiting
factor. The previous information is attributed to the
low conversion of sugars in plant tissues due to the
decrease of biosynthesis process and energy deficit
due to the reduction of respiratory rate. This may be
confirmed with the results presented in table 4, in which
the correlations were negative between secondary and
primary metabolites.

Conversion of solar energy into biomass by grasses
and legumes is variable and depends on the metabolic
pathways through which photosynthesis occur, so
photosynthetic rate is a function of the available
energy. In C, plants, subjected to high radiation
intensities, the rate of net assimilation is affected and
the state of light saturation is reached in their leaves
at 300-400 J/m?*/sec under controlled conditions.
However, under normal exploitation conditions, upper
leaves reduce radiation values to the rest of foliage
and only a part of them reaches its photosynthetic
potential.

Legumes are carriers of C, photosynthetic cycle,
and this determines that its growth stage is slow, if it is
compared to forage grasses of C, pathway. Therefore,
there are not enough studies that establish that shrub
legumes and trees are carriers of this photosynthetic
cycle, despite of evidences proving that weather factors
influence on their chemical composition, or others
that relate the photosynthetic pathway with secondary
metabolites.
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protectores de las plantas contra depredadores o
condiciones climaticas adversas (Ryan et al. 2010). Este
criterio se reafirma con los resultados de la presente
investigacion, pero se debe adicionar que mientras
menores sean las temperaturas minimas, mayor es la
sintesis de estos compuestos.

Los procesos bioquimicos y fisioldgicos, relacionados
con la sintesis, transporte y degradacion de sustancias en
las plantas, estan influenciados por el régimen térmico
en el que se desarrollan, el grado de relacion que estas
poseen con la cinética de las reacciones bioquimicas
y el mantenimiento de la integridad de las membranas
(Murray y Keely 2009). Lo anterior se evidencia en la
baja correlacion o ausencia de ella entre los metabolitos
secundarios y la temperatura media.

En Cuba, el régimen térmico se caracteriza por relativa
homogeneidad en las llanuras y variaciones asociadas a
la altitud. Sin embargo, las oscilaciones diarias superan a
la anual y, por tanto, resulta de interés el comportamiento
de la temperatura médxima y minima, asi como la
diferenciacion entre los periodos que caracterizan cada
etapa estacional, con respecto al comportamiento de los
compuestos quimicos, en especial de los metabolitos
secundarios de las especies y variedades.

No todas las especies forrajeras tienen el mismo
valor 6ptimo de temperatura para el cumplimiento de
estas funciones. Ramirez (2010) informé que el 6ptimo
fotosintético para las leguminosas se encuentra entre 30
y 35 °C, con alta sensibilidad a las bajas temperaturas,
cuyos efectos negativos en el crecimiento ocurren entre
0y 15°C, aunque en algunas especies comienza a partir
de 20 °C, si la humedad no es un factor limitante. Lo
anterior se atribuye a la baja conversion de azlicares en
los tejidos de las plantas, debido a la disminucion de
los procesos de biosintesis y déficit energético por la
reduccion de la tasa respiratoria. Lo anterior se puede
avalar con los resultados que se muestran en la tabla
4, donde las correlaciones fueron negativas entre los
metabolitos secundarios y los primarios.

La conversion de energia solar en biomasa por
las gramineas y leguminosas es variable, y depende
de las vias metabolicas mediante las que se efectua
la fotosintesis, por lo que la tasa fotosintética es una
funcion de la energia disponible. En las plantas C,,
sometidas a altas intensidades de radiacion, se afecta
la tasa de asimilacion neta y el estado de saturacion
luminica se alcanza en sus hojas a 300-400 J/m?/seg en
condiciones controladas. Sin embargo, en condiciones
normales de explotacion, las hojas superiores reducen
los valores de radiacion al resto del follaje y s6lo una
parte de ellas alcanza su potencial fotosintético.

Las leguminosas son portadoras del ciclo fotosintético
C, y esto determina que su etapa de crecimiento inicial
sea lenta, si se compara con las gramineas forrajeras de
sendero C,. De modo que no se han realizado suficientes
estudios que establezcan que las leguminosas arbustivas
y las plantas arboreas sean portadoras del referido ciclo
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The volume of water from precipitations and its
distribution during the year have effect on growth and
quality of forages due to their relation with biochemical
and physiological factors that regulate these very
complex biological processes. Water is an essential
component of plant cells, and almost all metabolic
processes depend on its presence. In addition, it is
required for the maintenance of turgency pressure,
diffusion of solutes in cells and provides hydrogen
and oxygen, involved in the photosynthetic process.
Therefore, it is important to consider the volume of
precipitations and the time they occur.

Results of this research showed that, from the
secondary metabolites point of view, it is more important
the distribution of rains (number of days with rain) than
their total volume. This could be related to the existence
of enough amount of water that allows an appropriate
cell turgency, adequate water balance and availability
of nutrients in the cell, which favors the synthesis of
secondary metabolites.

If secondary metabolites are found in certain
concentrations in DM, when they are ingested by
animals it may cause a negative effect on their
physiology, neurological, reproductive and digestive
disorders, mumps, gangrene and even death.
Alkaloids, cyanogenic, glycosides, toxic amino acids
and saponins, and some others, may cause these
previous effects. If their concentration is superior to
2 % of DM, they may produce digestive disorders and
in sensorial organs, related to feeding and decrease
of the action of ruminal microorganisms on cell wall
digestibility, among other effects. The metabolites
that cause these effects are, mainly, tannins and
amylase and protease inhibitors (Makkar et al. 2007
and Newell-McGloughlin 2008).

Hydrolysable tannins may cause gastric bleedings
and damage kidneys. Condensed tannins are related
to the best digestion of proteins in ruminants and
may protect them against helminthiasis (Makkar
2003). In addition, Makkar et al. (2007) reported that
secondary metabolites has gained importance in food for
humans because of its potential for preventing cancer,
circulatory disorders and viral infections, antioxidant and
antibacterial effects, antivirus and antiparasitics, among
other characteristics. However, their action mechanisms
are not totally established.

Negative correlations reported in this study between
secondary metabolites and the different expressions of
digestibility reported that, as the content of secondary
metabolites decreases, there are higher values of
digestibility, especially in the digestibility of NDF. This
could indicate a higher degradability of this fiber fraction
and, therefore, a higher available energy. It is important
to highlight that the one with the lowest influence was CP
digestibility, which could be attributed to the protective
effect of tannins.

Previously, the importance of primary metabolites
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fotosintético, a pesar de existir evidencias de que los
factores climaticos influyen en su composiciéon quimica
ni aquellos que relacionan la via fotosintética con los
metabolitos secundarios.

El volumen de agua caida por las precipitaciones y su
distribucion en el afio ejercen efectos en el crecimiento
y calidad de los forrajes, debido a su relacion con los
factores bioquimicos y fisiologicos que regulan estos
procesos biologicos de gran complejidad. El agua es
un componente esencial de las células de las plantas,
casi todos los procesos metabolicos dependen de su
presencia. Ademas, se requiere para el mantenimiento
de la presion de turgencia, la difusion de solutos en las
células y suministra el hidrogeno y oxigeno que estan
involucrados durante el proceso fotosintético. De ahi,
la importancia de considerar no solo el volumen de las
precipitaciones sino su distribucion a través del tiempo.

Los resultados de esta investigacion sefialaron que desde
el punto de vista de los metabolitos secundarios es mas
importante la distribucion de las lluvias (mimero de dias
con lluvia) que el volumen total de ellas. Esto puede estar
relacionado con la existencia de cantidad de agua suficiente,
que permite la correcta turgencia celular, adecuado balance
hidrico y disponibilidad de nutrientes en la célula, lo que
propicia la sintesis de metabolitos secundarios.

Si los metabolitos secundarios se encuentran en
determinadas concentraciones en la MS, al ser ingeridos
por los animales pueden causar efecto negativo en su
fisiologismo, trastornos neurologicos, reproductivos y
digestivos, papera, gangrena e incluso la muerte. Entre los
metabolitos causantes de estos efectos, se encuentran los
alcaloides, glicosidos cianogénicos, aminoacidos toxicos
y saponinas, entre otros. Si su concentracion es superior
al 2 % de la MS, producen trastornos digestivos y en
organos sensoriales, relacionados con la alimentacion y
disminucion de la accidon de los microorganismos ruminales
en la digestibilidad de la pared celular, entre otros. Los
metabolitos causantes de estos efectos son, principalmente,
los taninos y los inhibidores de proteasas y amilasas
(Makkar et al. 2007 y Newell-McGloughlin 2008).

Los taninos hidrolizables pueden causar hemorragias
gastricas y dafios en los rifiones. Los taninos condensados
estan relacionados con la mejor digestion de las proteinas
en los rumiantes y los pueden proteger contra la helmintiasis
(Makkar 2003). Ademas, Makkar et al. (2007) informaron
que los metabolitos secundarios han despertado el interés
en alimentos para consumo humano, debido a su potencial
para prevenir cancer, desdrdenes circulatorios e infecciones
virales, antioxidantes y efectos antibacterias, antivirus y
antiparasitos, entre otras propiedades. Sin embargo, sus
mecanismos de accion no estan totalmente establecidos.

Las correlaciones negativas informadas en este
trabajo entre los metabolitos secundarios y las diferentes
expresiones de digestibilidad informaron que, mientras
menor es el contenido de los primeros, mayores valores
de digestibilidad se obtienen, en especial la digestibilidad
de la FDN. Esto pudiera indicar mayor degradabilidad
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was evident. In this study, there were negative
correlations of secondary metabolites with glucose,
fructose, sucrose and N. this could indicate that
primary metabolites take part of the structure of
secondary metabolites, like carbonated chains, and
are involved in the synthesis of those metabolites as
energy source. Therefore, these aspects are important
because primary metabolites have an essential
function in growth, development and reproduction of
plants, which would imply changes in the different
physiological processes, when the primary metabolites
are used in the synthesis of secondary metabolites.
Further studies are needed to confirm these elements.

In the consulted literature, there were no articles
referring to the results presented in this study
because, in general terms, the chemical composition
of leucaena have been reported by season (rainy and
dry period). There is a similar situation with secondary
metabolites (Verdecia 2014). It was important the
effect of minimum and maximum temperature,
and the distribution of precipitations in secondary
metabolites, as well as their negative action on
different expressions of digestibility, but the lowest
influence was for tannins and phenols in relation to CP
digestibility and their relation to primary metabolites.
This previous statement requires further studies to
support and explain the obtained results.

It can be concluded that weather elements influenced
on the studied metabolites. All digestibility expressions
were negatively affected by the presence of secondary
metabolites. Phenolic compounds were positively
related to flavonoids, alkaloids, saponins, triterpenes
and steroids, while primary metabolites were negatively
correlated to secondary metabolites. It is suggested
to consider the results of this study in Leucaena
leucocephala to evaluate the effect of climate change
on secondary metabolites and counteract the negative
effect of these compounds on ruminant feeding systems.
It is also recommended further researches that allow to
establish their maximum permissible value in the diet
and apply mathematical modelling and simulation to
predict the performance of these substances in this and
other plants.
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de esta fraccion fibrosa y, por lo tanto, mayor energia
disponible. Llam¢ la atencioén que la menos influida fue
la digestibilidad de la PB, lo que se pudiera atribuir al
efecto protector de los taninos.

Con anterioridad se evidenci6 la importancia de los
metabolitos primarios. En este estudio, se encontraron
correlaciones negativas de los metabolitos secundarios
con la glucosa, fructosa, sacarosa y N. Esto pudiera indicar
que los metabolitos primarios forman parte de la estructura
de los metabolitos secundarios, como son las cadenas
carbonadas, y estan involucrados en la sintesis de los
referidos metabolitos como fuentes de energia. Por ello,
se debe atender a estos aspectos, ya que los metabolitos
primarios desempefian una funciéon fundamental en el
crecimiento, desarrollo y reproduccion de las plantas,
lo que implicaria alteraciones en los diferentes procesos
fisioldgicos, al ser empleados los metabolitos primarios
en la sintesis de los metabolitos secundarios. En estudios
futuros estos elementos necesitan ser confirmados.

En labibliografia consultada no se encontraron articulos
que hicieran referencia a los resultados aqui presentados,
ya que en términos generales la composicion quimica de la
leucaena se ha informado por periodo estacional (periodo
lluvioso y poco Iluvioso). Igual situacion se ha notificado
en relacion con los metabolitos secundarios (Verdecia
2014). Importante fue el efecto de la temperatura maxima
y minima, y la distribucion de las precipitaciones en los
metabolitos secundarios, asi como la accion negativa de
ellos en las diferentes expresiones de digestibilidad, pero la
menor influencia fue para los taninos y fenoles en relacion
con la digestibilidad de la PB, asi como su relacion con los
metabolitos primarios. Lo anterior necesita investigaciones
especificas futuras para avalar y explicar con mayor
profundidad los resultados obtenidos.

Se concluye que los elementos del clima influyeron
en los metabolitos estudiados. Todas las expresiones
de digestibilidad se afectaron negativamente por
la presencia de los metabolitos secundarios. Los
compuestos fendlicos se correlacionaron positivamente
con los flavonoides, alcaloides, saponinas, triterpenos
y esteroides, mientras que los metabolitos primarios
se correlacionaron negativamente con los metabolitos
secundarios. Se recomienda considerar los resultados
de este estudio en Leucaena leucocephala para valorar
el efecto del cambio climatico en los metabolitos
secundarios y contrarrestar el efecto negativo de estos
compuestos en los sistemas de alimentacion de rumiantes.
Se sugiere ademas, realizar investigaciones futuras que
permitan establecer su valor maximo permisible en la
dieta y aplicar la simulacion y modelacion matematica
para predecir el comportamiento de estas sustancias en
esta y otras plantas.
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