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RESUMEN

VILLARREAL SILVA MARIANA. Relacion entre la proporcion de endospermo
duro:blando y las caracteristicas fisico-quimicas de 9 hibridos de sorgo (Sorghum
bicolor L. Moench) cultivados en el estado de Morelos. (Bajo la direccién de: MVZ
MPA Sergio Angeles Campos, MVZ MPA Ph D Luis Corona Gochi).

En México, el sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) es el principal cereal utilizado en
alimentacion animal. Se han desarrollado una gran cantidad de hibridos, sin
embargo se desconoce la relacion de sus caracteristicas fisico-quimicas. Se ha
sugerido que la proporcion de endospermo duro:blando (EnDU:BL) es uno de los
factores mas importantes que limita la digestion del almidon en rumiantes. Los
objetivos del presente trabajo fueron: Determinar la proporcibn de EnDU:BL;
analizar caracteristicas fisicoquimicas y calcular las correlaciones existentes entre
estas caracteristicas, utilizando 9 hibridos de grano de sorgo cultivados en el
estado de Morelos. La variable: Proporcion de EnDU:BL se determiné en 20
imagenes digitales de granos seccionados fijados en portaobjetos con resina
epoxica. La diferencia entre la proporcion de EnDU:BL se determind mediante un
disefio completamente al azar, encontrdndose diferencias (P<0.05) en algunos
hibridos. Se calcularon las correlaciones entre las variables: Materia seca (MS),
peso de mil granos (PMG), tamafio de particula (TP), superficie de area (SA),
particulas por gramo (P/g), densidad relativa (DEN), nitrégeno total (NT), fibra
detergente acido (FDA), fibra detergente neutro (FDN), celulosa (CEL),
hemicelulosa (HEMICEL), lignina (LIG), contenido de almidon (ALM), almidén
soluble (AImS), almidon insoluble (AImNS), digestibilidad ruminal esperada
(DRS), taninos (TAN); endospermo duro (EnDU) y endospemo blando (EnBL).
Las correlaciones encontradas (P<0.05) fueron: FDA-CEL (r=0.75), FDA-NT
(r=0.74), FDA-PMG (r=-0.67), FDA-TP (r=-0.70), FDA-P/g (r=0.79), DRS-EnBL
(r=0.69), DRS-EnDU (r=-0.69), DRS-AIMNS (r=0.90), DRS-SA (r=0.65), NT-P/g
(r=0.81), NT-TP (r= -0.80), NT-LIG (r=0.66), EnDU-AImMNS (r=-0.73), EnDU-DEN



(r=0.69), EnBL-AImMNS (r=0.73), EnBL-DEN (r=-0.69), AImS-LIG (r=0.70), AImS-SA
(r=0.65), AImS-DEN (r=-0.65), PMG-TP (r=0.88) y HEMICEL-FDN (r=0.97). La
proporcion de EnDU:BL explico el 47% de la variacion total de la DRS [DRS=
79.6306 — (0.2841 * EnDU)] (P<0.05). Se concluye que existen diferencias en la
proporcion de EnDU:BL de los hibridos evaluados y que esta caracteristica es la

mas determinante en la digestibilidad del almiddn.



1. INTRODUCCION

1.1. Importancia del cultivo del sorgo

El grano de sorgo es uno de los cinco cereales mas utilizados por la
humanidad, después del trigo, arroz, maiz y cebada. Es un cereal muy antiguo,
cuyo origen se remonta a Africa y la India; es la base de la alimentacién de
millones de personas en Africa y Asia; y, en el resto del mundo se prefiere su
utilizacién para consumo animal.”?

El grano de sorgo ha sido nombrado “Wonder crop” (Cultivo maravilla) de la
agricultura en zonas aridas y semiaridas; esto se debe a que puede cultivarse
exitosamente bajo una gran diversidad de condiciones produciendo tanto grano
como forraje en areas donde el maiz no es capaz de subsistir.?*

Algunas ventajas del cultivo de sorgo sobre el de maiz son:

e Menor necesidad de agua, por sus largas raices que permiten aprovechar
mejor la humedad del suelo a mayor profundidad; por la facilidad de sus hojas
de replegarse y por la proteccién de sus tallos que hace que conserve mejor la
humedad; su coeficiente de transpiracion es 55% menor con respecto al maiz.
Al terminar el periodo de sequia, los hibridos de sorgo pueden abandonar su
estado de vida latente y recobrar su vitalidad. Una cosecha regular de grano
puede lograrse con el 50% del agua que requiere el maiz.

» Tolera mejor la salinidad del suelo y por esta amplia tolerancia al pH del suelo
puede responder mejor a la aplicacion de los fertilizantes.

« Es mas resistente a los “gusanos” perforadores del tallo.?

El sorgo es un alimento competente, comparado con el maiz. Aunque ambos
tienen caracteristicas nutritivas similares, el sorgo es una fuente de energia mas
atractiva porque su precio, generalmente, esta por debajo del precio de maiz.’
1.2. Producciéon mundial de grano de sorgo

La produccion y consumo mundial de sorgo tienen un comportamiento similar
ya que la mayor parte de este producto se consume en los paises que se cultiva.

El sorgo se emplea con dos fines: alimentacion humana y animal. A nivel mundial,



hace cincuenta afos, gran parte de la producciéon de sorgo se utilizaba para
consumo humano. Actualmente, la proporcion destinada a este fin ha disminuido,
aumentando el uso del sorgo para alimentacion animal al doble (30 a 60 %).°

La produccién mundial se grano de sorgo segun el USDA (United States
Department of Agriculture), durante el periodo de produccion 2005/2006 fue de
58,486,000 ton.” El principal pais productor durante ese periodo fue Nigeria
(10,500,000 ton), seguido por Estados Unidos (9,985,000 ton), India (7,630,000
ton) México (5,500,000 ton) y Sudan (4,275,000ton).’

La demanda de sorgo a nivel mundial ha sido el principal motivo para elevar
la produccion y el comercio internacional del mismo. Esta demanda se encuentra
concentrada en los paises desarrollados donde se destina el 97% de la produccion
para consumo animal.® Estados Unidos, México y Japdn son los principales paises
consumidores de sorgo, seguidos por Argentina, los paises que formaban la Unién
Soviética (Rusia, Estonia, Letonia, Lituania, Belarus, Moldova, Ucrania, Georgia,
Armenia, Azerbaijan, Kazajstan, Turkmenistan, Uzbekistan, Kirguistan, Tayikistan)
y Venezuela.® Estados Unidos tiene un rendimiento superior al obtenido en México
y Argentina, de 3.18 ton/Ha de grano de sorgo.® Ademas, Estados Unidos es un
productor muy importante; en el periodo de produccion 2005-2006 fue el segundo
pais con mayor produccion a nivel mundial.”

1.3. Produccién nacional de grano de sorgo

México es el cuarto productor mundial de sorgo y el principal importador de
dicho cereal de Estados Unidos.” Es el segundo cultivo, después del maiz, en
importancia en términos de area cultivada y de produccion y es el principal grano
utilizado en la alimentacion animal, ocupando el 13.5% de la superficie total
sembrada.”

En México, el rendimiento promedio de grano de sorgo es de 2.97 ton/ha
ubicandose por arriba del promedio mundial, que es de 2.09 ton/ha. Los
principales estados productores son: Tamaulipas, Guanajuato, Michoacan vy
Sinaloa, con el 324, 246, 13.0 y 7.4% de la produccion total en 2001,

respectivamente; dichos estados de la republica produjeron el 77.3% del volumen



de la produccion nacional en ese afio.®

La superficie sembrada y cosechada en el estado de Morelos, en 2004, fue
de 48,886 Ha. con una produccion de 229,626 ton; con esto, el sorgo se colocd
como el principal cultivo ciclico del estado para ese afio.?

La introduccién de este cultivo en el pais es relativamente reciente. En 1961
se cosecharon 116,993 Ha; cinco afnos después, la superficie cosechada aumento
69 %,° prosperando rapidamente afio con afio, de modo que, en 2002, se
produjeron 6.1 millones de toneladas en 2.2 millones de hectareas sembradas.’

Cabe sefalar que la industria nacional de los alimentos balanceados
depende basicamente de este grano como fuente de energia, debido a que otros
cereales como el maiz y trigo son destinados, principalmente a la alimentacion
humana. El sorgo se convierte en un producto basico para la produccion de
alimentos de alto valor nutritivo (carne de pollo, cerdo y huevo), para el ser
humano.®

El consumo de sorgo se satisface parcialmente con la produccion nacional y
se complementa con las importaciones provenientes de Argentina y Estados
Unidos, que aumentaron considerablemente a partir del TLCAN y se ha facilitado
por los altos rendimientos de la produccion en esos paises a bajos costos de
produccion, que los hace competitivos y les permite la exportacion.®
1.4. Caracteristicas botanicas del sorgo

Los sorgos, por su aplicacién, se dividen en cuatro grupos: Sorgos de grano
(Sorghum bicolor L. Moench); sorgos dulces o de jarabe (Sorghum saccharatum),
sorgos de escoba (Sorghum vulgare, var. technicum) y sorgos herbaceos o de
forraje como el sorgo del Sudan (Sorghum sudanense); Sorgo de Tunez (S.
virgatum); Sorgo de Alepo (S. alepense) y Sorgo negro (S. alimum).? En 1753,
Linnaeus describié tres especies de sorgo cultivado: Holcus sorghum, Holcus
saccaratus y Holcus tricolor. En 1794, Moench separ6 el género Sorghum del
género Holcus. En 1805, Pearson sugirio el nombre Sorghum vulgare para el
Holcus sorghum (L.) y en 1961, Clayton propuso el nombre Sorghum bicolor (L.)

Moench para el sorgo cultivado; este es el nombre utilizado desde entonces.??



1.4.1. El género Sorghum

El sorgo es una graminea con una gran diversidad genética, por ello, es
dificil la clasificacion taxonémica del mismo. Pertenece a la familia Poaceae, tribu
de las Andropogoneas y a la subtribu Sorghinae. Existen varios subgéneros, entre
ellos, el subgénero Sorghum, al que pertenecen las especies que se utilizan
principalmente para la produccién de grano (Cuadro 1)." En la actualidad se
conoce al sorgo de grano como Sorghum bicolor L. Moench, el cual incluye a
diversas razas o variedades.

La morfologia de las plantas del género Sorghum corresponde a las
siguientes caracteristicas fundamentales:

Raiz: Las raices principales se encuentran reunidas en un fasciculo. Todas
las raices son fibrosas y recias; presentan un notable desarrollo y profundizan en
el suelo en pocas semanas, alcanzando a medir 1 a 1.5 m. de largo.?

Tallo: Segun la variedad, alcanza una altura de 0.5 y 1.5 m; en su base, el
diametro es de 1-3 cm.; los nudos suelen ser gruesos y la longitud de los
entrenudos se modifica segun la variedad. Las plantas de sorgo actuales tienen
una menor altura en comparacion con las plantas cultivadas antes de 1940. Los
sorgos altos han sido reemplazados con “doble enanos” o tipos combinados para
facilitar la cosecha mecanica.?

Hoja: El tallo erguido presenta un numero de hojas comprendido entre 5y 24.
Estas hojas estan provistas de una vaina mas larga que los entrenudos a los que
cubre y rodea completamente; la vaina termina en una corta ligula membranosa y
el limbo de la hoja es de forma lanceolado-acintada con una longitud comprendida
entre 30 y 100 cm.?

Inflorescencia: Tiene forma de panicula o panoja, y esta constituida por un
eje principal con las correspondientes ramificaciones secundarias y terciarias en
cuyo extremo estan situadas las espigas. Las panojas tienen una longitud de 20-
40 cm. Su eje o pedunculo central puede ser erguido, doblado o arqueado; asi
mismo, la forma de las paniculas es variada: ovaladas, cilindricas, redondeadas,

etc. Por otro lado, si las inflorescencias se encuentran muy juntas, la panicula sera



compacta y si estan muy separadas, abierta; aunque existen formas intermedias.?

Cuadro 1. Clasificacion taxonomica del sorgo. Tomado de
Shiringani (2005) "°

Familia Poaceae

Tribu Andropogoneae

Subtribu Sorghinae

Género Sorghum Moench

Subgénero Sorghum
Chaetosorghum
Heterosorghum
Parasorghum
Stiposorghum

Especies del subgénero sorghum Sorghum propinquim
Sorghum halepense
Sorghum bicolor
Subespecies de sp. S.Bicolor Sorghum bicolor bicolor
Sorghum bicolor drummondii
Sorghum bicolor verticilliflorum
Razas de la subsp. S.bicolor bicolor Bicolor
Guinea
Durra
Kafir

Caudatum

Fruto o grano: Es una caridépside de forma redondeada, de diametro
comprendido entre 3-6mm y que en su madurez alcanza diferentes tonalidades y
colores a partir de los colores basicos: blanco, gris, amarillo, rojo y azul.?

1.4.2. Variedades de sorgo para grano.
Las diversas variedades de sorgo pueden agruparse en series tipicas de las

diversas zonas del mundo en donde se ha cosechado el sorgo desde hace varios



milenios, comprendiendo dos grandes grupos: los sorgos chinos del tipo Koaliang
y los sorgos africanos y del sur de Asia, de zonas mas calidas y que comprenden
las variedades Durra, Kafir, Milo, Hegari y Faterita. En 1874 se introdujo en E.U. el
Durra de Egipto, y dos afios después el Kafir del sur de Africa; en 1879 se
introdujo el Milo, en 1906 y 1908 las variedades Faterita y Hegari del Sudan. Hasta
1928, todas las variedades eran de altura excesiva por lo que se preferian las
especies con pedunculo de la panoja curvado que favorecia la cosecha manual.?

Las variedades mas importantes son: Durra, Kafir, Hegari, Milo, Shallu;
Faterita y Kaoliang.?

1.5. Desarrollo, seleccion y produccion de hibridos de sorgo

En 1928, seleccionando hibridos naturales se encontr6 a la variedad Beaver,
que reunia las caracteristicas de ser una planta pequefia y de panicula erguida, lo
que permitia la cosecha mecanica.?

En 1932 se descubrid la posibilidad de la hibridacion artificial al descubrir las
plantas estériles en su parte masculina (androestériles), pero fue hasta 1956
cuando se emplearon los hibridos comerciales, produciendo la expansién del
cultivo de sorgo en toda América.”? En 1941 aparecieron nuevas variedades
hibridas permitiendo la expansion del cultivo del sorgo en E. U. al tener poca altura
y ser de facil cosecha.?

Las estirpes de sorgo androestériles tienen estambres estériles que no
producen polen aunque conservan fértiles los carpelos, es decir, la parte femenina
de la flor. Esta androesterilidad solo es transmitida por la semilla de la planta
femenina fecundada por el polen de otras plantas hermafroditas fértiles. Asi,
repitiendo la operacion varias veces, se obtienen las estirpes de lineas
androestériles que serviran como planta femenina o porta-semilla en la produccion
de hibridos que cubran las exigencias del desarrollo agricola.?

La produccion de semilla hibrida con estirpes androestériles se realiza en
campos debidamente aislados en los que alternan hileras de plantas
androestériles con otras de la misma variedad, pero con flores hermafroditas

productoras que funcionaran como diseminadoras de polen procurando que



coincidan las épocas de maduracion de ambas estirpes. Al presionar las glumas,
los estigmas de las flores androestériles salen de la flor donde reciben al polen,
transportado por el viento, que proviene de plantas polinizantes. Las semillas
producidas por las plantas androestériles son las que tendran los caracteres de
ambos progenitores y deben recogerse con sumo cuidado para no mezclarlas con
las de las plantas hermafroditas.?

Los hibridos de sorgo pueden ser de generacion abierta (conocida) o bien,
de generacion cerrada (desconocida). Los primeros son producidos en estaciones
experimentales en las que se conoce cuales son los progenitores de cada hibrido,
mientras que los segundos son producidos por casas comerciales, que no
divulgan la linea de progenitores originarios del hibrido.?

En la hibridacion del sorgo se persiguen dos objetivos: La obtencion de
plantas de menor tamafio con panojas erguidas y con mayor produccién de grano.
Ademas, se han obtenido otras ventajas como la adaptacion al clima y al suelo.

Una de las propiedades mas destacada en los hibridos de sorgo es su gran
resistencia a la sequia; algunas variedades resisten hasta 80 dias sin recibir
ningun aporte de agua. También se han producido variedades con duracion de
ciclo de cultivo muy diferente, por ejemplo, las variedades muy precoces que
permiten dos cosechas anuales, y las tardias que permiten alargar el periodo de
cultivo en el periodo de invierno. Por lo general, los hibridos son mas precoces
que los sorgos comunes. Segun la duracion de sus ciclos vegetativos, los hibridos
se clasifican en tres grupos: De ciclo corto (menos de 90 dias), de ciclo intermedio
(90 a 120 dias) y de ciclo tardio (mas de 120 dias).?

El desarrollo de hibridos nuevos continua avanzando y creciendo; los
hibridos actuales permiten poblaciones de plantas mas numerosas con panojas
mas grandes y mayor tamafio de grano. Estos hibridos, ademas, son mas
resistentes a enfermedades y plagas.?

Existen diversas companias productoras de semillas de hibridos de sorgo en
todo el mundo, la empresa Monsanto posee una amplia difusiéon en nuestro pais,

distribuyendo hibridos de las marcas Asgrow® y Dekalb®."' La compafiia Pionner®
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Hi-Bred Internacional es otra empresa de gran influencia en nuestro pais que
distribuye semillas de sorgo en México desde 1983."
1.5.1. Influencia genética en la hibridacion del sorgo.

Se ha visto que diferentes hibridos pueden presentar valores distintos en su
contenido de nutrimentos, tales como: Almidén, proteinas, lipidos, pericarpio u
otras caracteristicas; por esto, existe la idea de que la respuesta de los animales
al consumir una u otra variedad de sorgo puede ser distinta. Las diferencias entre
hibridos se han estudiado utilizando hibridos de sorgo con distintos tipos de
endospermo; hibridos con distinta proporcion de amilosa y amilopectina y en
hibridos que han sido cultivados en 2 o 3 afos consecutivos. Aunque las
diferencias entre hibridos en pruebas in vivo e in vitro existen, esto no ha sido
completamente explicado en pruebas de comportamiento animal.™

Se ha determinado que el grano producido por lineas diploides (2x) contiene
33% mas endospermo que las lineas tetraploides (4x), y una ligera menor
proporcion de cascarilla. Ademas, en las lineas 2x, los granulos de almidén son
mas pequenos aunque tienen un contenido de aminoacidos muy similar a los 4x.1

Con respecto a sus progenitores, los hibridos de sorgo tienen un rendimiento
en grano muy superior (>50 %) que en algunos casos puede llegar a ser del
doble.? Los hibridos de sorgo presentan mas almidon que sus antecesores;
ademas, la seleccion del progenitor femenino influye en el rendimiento y contenido
de proteina.™

Se debe tomar en cuenta que los hibridos actuales son producidos en casas
comerciales o en campos de experimentacion, donde se seleccionan
combinaciones genéticas especificas para obtener las caracteristicas que son
deseables para la siguiente generacion, al sembrar estas semillas se producen
plantas de caracteristicas muy homogéneas en todo el cultivo; aun asi, el grano
cosechado no puede ser utilizado para generar una nueva planta, ya que la
fecundacion y contenido genético de éstos seran desconocidos y produciran gran
heterogeneidad en las caracteristicas fenotipicas de la planta, es decir, no tendra

un desarrollo y produccion similar a la primera generacion. Por ello, el agricultor
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adquiere estas semillas comerciales y cosecha el grano que solo sera utilizado
para consumo y no, para la reproduccion del sorgo.15
1.6. Composicion fisica del grano de sorgo

El término grano se aplica al fruto de las graminaceas que se utiliza como
alimento en los animales. EI nombre técnico del grano es caridopside. Los granos
de sorgo se desarrollan mediante la acumulacién de los productos de la
fotosintesis, la absorcidén a través de las raices y el metabolismo de la planta de
sorgo en la inflorescencia femenina denominada panoja o panicula. Cada grano
estd comunmente cubierto por una gluma. Las glumas son un tejido de la planta
materna en la panicula que protege el desarrollo del grano después de la
polinizacion.®

La cariopside o grano del sorgo tiene forma redondeada con puntas muy
pequefias en dos extremos; tiene 3 a 8mm de diametro y presenta distintas
formas, tamafios y colores segun la variedad.”

El grano de sorgo esta conformado por tres componentes anatdomicos
distintos: Pericarpio (cubierta externa), germen (embrion) y endospermo duro y
blando (tejido de almacén) como puede verse en la Figura 1.° La proporcion
relativa de estos componentes depende, entre otras cosas, de la variedad de

sorgo, de las condiciones ambientales y de las practicas de cultivo.®

Caridpside (grano)

Endospermo
duro

Endospermo
blando

Germen

Pericarpio

Figura 1. Componentes anatomicos que conforman el grano de sorgo.
Tomada de: Shiringani AL, 2005."
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1.6.1. Germen

El embrion o germen es una estructura bien definida en el caso del sorgo. Se
encuentra rodeado por el endospermo que le sirve como tejido de almacenamiento
de energia. La mayor parte de los minerales y el aceite del grano se localizan en el

germen, aunque también contiene cierta cantidad de proteinas.'®

1 6.2. Pericarpio

El pericarpio del grano es una cubierta que sirve de proteccién contra la
humedad, insectos y el ataque de hongos; que dafian al grano y disminuyen su
calidad. Representa el 3 al 6 % del peso del grano de sorgo'® y esta formado por
la cuticula, epidermis, hipodermis y mesocarpio; estas capas son importantes para
seleccionar las condiciones del proceso industrial para la eliminacion del
pericarpio, proceso conocido como Pearling (Remocién del pericarpio).1

La pigmentacion del pericarpio y la testa se debe a las antocianidinas
responsables de los colores rojo, azul, violeta, naranja y purpura.”'” Estos
pigmentos o precursores de pigmentos, presentes en casi todos los granos de
sorgo, estan determinados por mas de cinco genes distintos que establecen la
cantidad de color presente.’

Al estudiar sorgos con distintos grosores de pericarpio y de similar proporcion
de endospermo, se encontr6 que el grosor del pericarpio se relaciona
positivamente con el PMG." De igual forma, se ha encontrado que los granos con
mayor proporcion de EnBL tienen mayor porcentaje de cenizas, sin embargo, esta
ultima caracteristica puede ser indicadora de la presencia de pericarpio, por lo que
se dice que contienen mayor cantidad de este.™

Para permitir la digestion del endospermo, esta cubierta del grano debe
romperse y permitir el acceso de los microorganismos ruminales y enzimas. La
adhesion del pericarpio al endospermo puede determinar su fermentacion o
digestion. Cualquier factor que altere el pericarpio (alta temperatura de secado o
cosecha prematura) hara mas accesible el almidon a las enzimas digestivas y con

ello, aumentara la tasa de digestion del mismo. Algunos procesamientos del grano
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como el rolado, hojueleado al vapor y ensilado reducen la asociacion fisica del
pericarpio con el endospermo; aun asi, los efectos de la FDN sobre el grado de
digestién en rumiantes y en no-rumiantes, pueden presentarse.'®

1.6.3. Endospermo

El endospermo que rodea al germen contiene gran cantidad de almidén
almacenado; esto hace a los cereales muy atractivos como fuente de energia. El
endospermo del sorgo estd rodeado por una capa conocida como aleurona,
debajo se encuentra una capa muy delgada de endospermo conocida como
endospermo periférico, el EnDU y en la parte central de grano se encuentra el
EnBL, en contacto con el germen.°

La aleurona es una capa simple de células rectangulares localizada debajo
del pericarpio, o bien, debajo de la testa, si esta se encuentra presente. Las
células de la aleurona contienen gran cantidad de minerales, vitaminas
hidrosolubles, enzimas autoliticas, lipidos, cuerpos de proteina y acido fitico; todos
estos compuestos juegan un papel importante durante la germinacion del
grano.'*®

La diferencia entre el EnDU y el EnBL es notoria a simple vista por las
diferencias en color y apariencia de cada uno. Se ha utilizado el término textura
para referirse a la proporcion de la fraccion dura (cérnea o vitrea) del endospermo
con respecto a la fraccién blanda (harinosa) del mismo.' Esta textura del
endospermo se puede expresar como porcentaje de EnDU.%

Se ha sugerido que la textura del endospermo es la caracteristica mas
importante para determinar, tanto la calidad de un alimento hecho a base de grano
de sorgo; como la de los granos mismos. Esta textura esta relacionada con el
rendimiento en molienda, el tamafio de particula en la harina y la densidad;*’
ademas, tiene gran influencia sobre la calidad de algunos productos comestibles
del sorgo.?>???® |a harina de sorgo con una mayor proporcion de EnBL tiene un
tamafo de particula mas grueso; requiere menor temperatura para la
gelatinizacion del almidon y produce una masa mas viscosa, que aquella con

mayor proporcion de EnDU;?*?** ademas, los hibridos de mayor proporcion de
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EnDU son menos susceptibles al enmohecimiento por tener mayor resistencia a la
absorcion de agua.’

Aunque la dureza fisica del grano presenta una relacion muy estrecha con el
tipo de endospermo, la textura del endospermo no debe ser considerada una
medida directa de esta dureza.?® Los términos: Dureza fisica y dureza del
endospermo, no deben considerarse como sindénimos. La determinacion de la
dureza fisica es una medicion comun entre los productores de harina de sorgo, se
refiere a la compactacion morfolégica o a la adhesidn quimica entre los
componentes celulares;?® esta dureza ha sido medida, en maiz, como la
susceptibilidad del grano al rompimiento, debida a fisuras o grietas dentro del
endospermo. Estas fisuras son mas numerosas en el EnBL por lo que se prefiere
en sorgo de mayor proporcion de EnDU para evitar el rompimiento del grano
durante el proceso de remocién del pericarpio.?” El porcentaje de humedad del
grano también influye en su dureza, ya que el agua que entra al endospermo
debilita algunas uniones almidén-proteina y esto genera menor resistencia.'®

La proporcion de EnDU:BL, también conocida como grado de vitrosidad o
dureza, se modifica de acuerdo a la variacion genética dentro de la misma
especie. En el caso del maiz, esta vitrosidad es mayor para el maiz clasificado
como duro (flint) que para el dentado (hibrido de una variedad de endodermo duro
y una variedad de endospermo blando). La proporcion EnDU:BL puede aumentar
con la maduracion del grano v fertilizacién con nitrégeno.® Ademas, en maiz, se ha
visto que la degradabilidad ruminal in situ tiene una relacion estrecha con la
proporcién EnDU:BL (r=0.89).% Correa et al.?’ encontraron que la correlacion
entre EnDU y la disponibilidad de almidon ruminal in vitro en maiz es de 0.93.
Corona et al.>® establecieron que el 90% de la variacion en la DRS se explica por
la proporcion de EnDU:BL (DRS = 78.91 -18.13 * EnDU; P<0.05) en cuatro
hibridos de maiz amarillo con diferente proporcion de EnDU:BL (de 55 a 65%).
1.6.3.1. Medicion directa del endospermo

Se han desarrollado algunas técnicas para medir la textura del endospermo

en el grano de sorgo. Kirleis et al.”® desarrollaron una técnica donde el grano de
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sorgo es sumergido en una resina que, al polimerizar, es lijada para asi exponer el
centro de cada grano; haciendo uso del microscopio estereoscépico se proyecta la
imagen del grano seccionado, se traza el contorno de las areas de EnDU y EnBL y
se miden con un planimetro. Este método ha sido considerado sensible y util para
medir la textura del endospermo del grano de sorgo.

El sorgo también ha sido evaluado y clasificado mediante observacion visual
del tipo de endospermo predominante; aunque esta técnica puede resultar algo
arbitraria, debido a que las diferencias entre las variedades dependen del criterio
propio de cada observador; es poco menos compleja que la anterior y solo ofrece
una clasificacién cualitativa del grano. La clasificacion reconoce cuatro distintos
tipos de grano de sorgo: Sorgo de endospermo blando o harinoso (con mayor
proporcion de EnBL), sorgo normal (con una proporcién equitativa de EnDU:BL),
sorgo de endospermo duro o cérneo (con mayor proporcion de EnDU) y sorgo con
endospermo céreo (similar al sorgo de EnDU, con apariencia brillosa o engrasada
porque contiene mas amilopectina).™

Se ha encontrado que los granos de sorgo de endospermo céreo y de
endospermo blando tienen una digestibilidad similar en rumen, de 80%, y son mas
digestibles que los sorgos de tipo normal (68.1%) y de tipo endospermo duro
(48.4%)." Se ha dicho que estas diferencias se deben a las uniones estrechas
entre la matriz proteinica y el almiddn, principalmente encontradas en el EnDU.™
1.6.3.2. Medicion indirecta del endospermo

Los meétodos indirectos para estimar la textura de endospermo estan
basados en diferencias de densidad entre la parte vitrea y harinosa del
endospermo.™ Al medir la densidad del grano de sorgo, utilizando, como sustancia
de inmersion, una mezcla de tetracloroetileno y keroseno, esta densidad presentd
alta correlacién negativa (r=-0.95) con la textura del endospermo y presentd
también relaciones inversamente proporcionales con el porcentaje de granos
flotantes, el tamafio de particula y la dureza del grano.” Maxson et al. también
determinaron la existencia de esta correlacion negativa entre la textura del

1

endospermo y la densidad del grano.®" Buffo et al. determinaron la densidad del
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grano de sorgo utilizando un picnédmetro volumétrico y encontraron que el
contenido de proteina presentaba una relacién inversamente proporcional con la
densidad; argumentando que esto se debe a que el almidén es mas denso que la
proteina y con buenas condiciones de crecimiento se depositan mas granulos de
almidén en la matriz proteinica; asi, la proporcion de proteina por granulo de
almidon se reduce y por ello la densidad del grano aumenta.>? Esto supone que
los granos mas suaves y densos tienen menor contenido de proteina.
1.7. Composicion nutrimental del grano de sorgo

El grano de sorgo esta compuesto principalmente de almidones, azucares no
amilaceos, proteinas y aceites.' El contenido de PC es de 11% (de 7 a 15%), el
extracto etéreo de 2.8%, la fibra cruda del 2% y las cenizas de 1.7%. (Cuadro 2).

3334 os almidones y azticares comprenden aproximadamente 70%.?

Cuadro 2. Composicion nutritiva del grano de sorgo

Nutrimento Cantidad®
Materia Seca® 89.0 %
Proteina cruda® 11.0 %
Proteina digestible (Rumiantes)® 6.3 %
Total de nutrimentos digestibles® 71.0 %
Fibra cruda® 2.0 %
Fibra acido detergente® 6.0 %
Fibra neutro detergente® 19.0 %
Extracto etéreo® 2.80 %
Cenizas® 1.70 %
Energia metabolizable, cerdos® 3230 (Kcal/Kg)
Energia metabolizable, aves® 3310 (Kcal/Kg)

aFeedstuffs 1992, “Feedstuffs 2006,>* °Valores
expresados en base seca excepto materia seca

Por su alto contenido de almiddn, el sorgo, al igual que otros cereales, es
una gran fuente de energia, por lo que es muy utilizado en dietas para animales en
sistemas de produccion intensiva; es un ingrediente comun en dietas de
finalizacién en ganado de engorda.’®*°

La cubierta del sorgo también contiene ceras y otros compuestos como
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vitaminas del complejo B.? Los minerales presentes en el grano son: Ca, P, K, Mg,
S, Cl, Na, Fe, Cu, Zn, y Mn (Cuadro 3).3

Cuadro 3. Composicidn mineral del grano de sorgo

Elemento Contenido®
Calcio 0.04 %
Fosforo 0.29 %
Potasio 0.34 %
Magnesio 0.20 %
Azufre 0.09 %
Cloro 0.09 %
Sodio 0.03 %
Hierro 52.0 ppm
Cobre 14.5 ppm
Zinc 13.7 ppm
Manganeso 12.9 ppm

®/alores expresados en base seca. Tomado de
Feedstuffs, 2006.>

En los afos previos a la hibridacion del sorgo se consideraba que el valor
nutritivo del sorgo era del 88% con respecto al maiz amarillo. Al incorporar los
diferentes hibridos de sorgo y mejorar las técnicas de procesamiento de este, las
ganancias de peso y la eficiencia alimenticia en los animales se incrementaron.? El
NRC en su publicacion Nutrient Requeriments of Beef Cattle estimé el valor de
energia neta aportada por el sorgo en hojuela es de 97% comparado con el aporte
del maiz con el mismo procesamiento.?

1.7.1. Almidén

El principal carbohidrato en los cereales en el almidon, representa el 70 a
80% de los componentes totales en la mayoria de ellos.?*'
1.7.1.1. Composicion quimica del almidon

Es un homopolimero de glucosa formado por dos estructuras moleculares
principales: amilosa y amilopectina (Figura 2). La amilosa consiste en cadenas
largas de unidades de glucosa unidas por enlaces a-(1-4) que forman una
estructura helicoidal rigida.>® La proporcién de amilosa se modifica segun la
especie vegetal. El almidon en cereales comunes contiene 20-30 % de amilosa.?’

Se ha comprobado que una cantidad mayor de amilosa que de amilopectina en el
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almidon, produce una menor digestibilidad enzimatica in vitro.>®

La amilopectina es una estructura ramificada que se encuentra unida a la
amilosa por uniones a-(1-6). Esto produce una estructura abierta que es
facilimente atacada por enzimas digestivas.*’ Es el componente mas abundante

del almidén en cereales comunes.?°
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Figura 2. Estructura quimica de los principales componentes del almidén.
A: Amilosa y B: Amilopectina. Tomada de Murray et al., 2004.%

Las unidades de glucosa, fuente principal de energia, estan unidas por
enlaces glucosidicos a-(1-4) y a-(1-6). Estas uniones, presentes en el almidén,
pueden romperse por accion de las enzimas endogenas en el intestino delgado y
por enzimas microbianas en el rumen e intestino grueso.>
1.7.1.2. Propiedades fisicas del almidon

El almidon se encuentra formando granulos altamente organizados. Cada
tipo de cereal presenta granulos de diferente forma y tamafo, que puede ser
desde un submicron hasta 200pm o mas. Los granulos de almidon del sorgo
miden entre 2 a 30um y presentan formas esféricas a poligonales.21

Los granulos de almidén son seudo-cristales que pueden encontrarse en
areas organizadas (regiones cristalinas) y relativamente no-organizadas (regiones
amorfas). La region amorfa menos densa que la regién cristalina; el agua se
mueve libremente a través de ella y el ataque de las amilasas inicia en esta region;

en la region cristalina el ataque enzimatico es mas lento.*'
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Los granulos de almidon estan contenidos dentro de una pared celular; al
romperse esta pared, se pueden observar estos granulos rodeados de cuerpos de
proteina, compuestos de prolaminas, que forman una capa continua o discontinua;
su asociacion fisica es muy estrecha, por lo que los cuerpos de proteina estan
embebidos en los granulos de almidén. Estos cuerpos de proteina estan unidos
por la matriz proteinica del endospermo,?® compuesta principalmente de glutelinas.
La proporcion de EnDU:BL del sorgo esta relacionada con el contenido de
proteina y con la continuidad que presente la matriz proteinica.?"* En el EnDU la
matriz proteinica tiene mayor continuidad, los granulos de almidén son mas
pequenos, y los cuerpos de proteina que los rodean son mas numerosos que en el
EnBL.2"2®

Los cuerpos de proteina contienen prolaminas con uniones intermoleculares
cruzadas, a este tipo de proteinas se les conoce como kafirinas cruzadas. Estas
kafirinas disminuyen la digestibilidad de la proteina y de los granulos de almidon
entrecruzados con éstas.?! Los cuerpos de proteina deben ser degradados para
exponer al almidén a la accion de las amilasas.?’

Los cuerpos de proteina y la matriz proteinica obstruyen la accesibilidad de
las amilasas al almidon; ademas, debido la naturaleza distinta entre las proteasas
animales de equinos, bovinos, aves y cerdos, la digestion del sorgo puede
modificarse debido a las diferencias entre las proteasas de cada especie animal
para degradar a las proteinas del sorgo.*
1.7.1.3. Gelatinizacion del almidén.

Los granulos de almidon, al rotar en un plano de luz polarizada, exhiben una
sombra caracteristica; este fendmeno es conocido como birrefringencia. La
intensidad de esta, depende del grosor, tamano, forma, estructura molecular y
orientacion del granulo. En general, un granulo que exhibe birrefringencia se
considera en estado nativo.?’

Los granulos de almidon se gelatinizan, es decir, sufren una pérdida
irreversible de su estructura natural cuando se aplica energia suficiente para

romper los puentes de hidrogeno intermoleculares en las areas cristalinas.
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Durante la gelatinizacion, el almidon absorbe agua, se hincha, se degrada parte de
la amilosa, pierde su birrefringencia y se vuelve mas accesible a la accion
enzimatica. La gelatinizacién inicia en las areas amorfas del granulo, y la
penetracidn por calor y humedad en las areas cristalinas se produce lentamente.?’

La gelatinizacion mecanica del almidén se produce durante la molienda del
cereal. El almidon resultante, conocido como “dafiado”, es mas susceptible a la
accion de las amilasas.?' Durante la gelatinizacion, algunos cuerpos de proteina
que rodean al almidon pueden conservarse intactos y pueden continuar unidos al
almidén.®

Al calentar el almidon en agua, los granulos se hinchan rapidamente y el
agua se une al almidén. Cerca de los 100° C, los granulos se expanden varias
veces su tamario original hasta perder por completo su estructura.?’

El calor, la humedad, la accibn mecanica y la acciéon quimica de algunos
agentes se utilizan en combinacion para procesar y modificar la naturaleza del
almidoén. Este principio de gelatinizacion se produce en el grano hojueleado al
vapor, extrudizado o reconstituido.?’

Algunos métodos para evaluar el grado de gelatinizacion son: Determinacion
de la viscosidad, pérdida de birrefringencia, claridad de la pasta, cambios en
turgencia y solubilidad, susceptibilidad a enzimas y calorimetria diferencial entre
otros.?’
1.7.1.4. Digestibilidad del almidon

La estructura y composicion de los almidones en los cereales y su
interaccion con las proteinas representan un papel importante en su
digestibilidad.?’ Las caracteristicas de la cubierta del grano, pared celular y
estructura de la matriz proteinica, pueden alterar la digestion del almidén.>®

El sorgo y el maiz tienen una menor velocidad de degradacion ruminal en
comparacion con la cebada y el trigo.®”*® Esto puede deberse a la asociacion
estrecha entre la matriz proteinica, los cuerpos de proteina y el almidén en el
sorgo.?"%

Entre los cereales utilizados en alimentacion animal, el trigo es el que posee
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la capacidad de fermentacién mas rapida, seguido por la cebada y el maiz; el
grano de sorgo tiene la velocidad de fermentacién mas lenta a nivel ruminal. La
digestion ruminal del almiddn es la clave para la utilizacion eficiente del grano en
rumiantes. Se ha encontrado que la energia digestible del sorgo en los bovinos
tiene una diferencia notable comparado con animales no-rumiantes (cerdos y
aves), de 2.32Mcal/Kg a 3.82Mcal/Kg respectivamente, esto puede deberse a que
el almidén del sorgo es menos accesible a la degradacion enzimatica.>>

Se han estudiado también, diferentes hibridos de sorgo y se ha observado
que existen diferencias en los valores de digestibilidad y el comportamiento
productivo en los rumiantes.0414243:44

En el grano de maiz, se ha observado que una mayor proporcion de
EnDU:BL esta correlacionada con la disminucion en la digestion del almidén.*’+*°

Existen diferencias entre las especies animales en su capacidad de digestion
del almidon. Esta digestibilidad en el almidon de sorgo, a través de todo el tracto
digestivo del ave, es del 99%; que es superior a la del bovino de 87%.%°

Ademas, se han encontrado variaciones entre distintos granos en su
degradabilidad en rumen, con valores de: 92 % para avena, 65 % para maiz y 62
% para sorgo.>®

El sorgo parece tener el mayor valor de energia disponible para ovejas,
cerdos, pollos de engorda y gallinas ponedoras comparado con la cebada, trigo,
triticale y avena, excepto en los bovinos, en los cuales, el valor de energia
disponible es el mas bajo. Esto se debe a que la digestion depende de la
capacidad de las enzimas digestivas para romper las uniones quimicas
especificas de cada componente del grano y a la eficacia y duracion del contacto
con sus sustratos.*

Los granos consumidos por rumiantes estan expuestos primero a enzimas
microbianas que digieren las moléculas de fibra, almidén y proteina antes de pasar
al intestino delgado donde son expuestos a amilasas, proteasas y lipasas
secretadas por el animal. En cambio, los granos en la alimentacion de cerdos y

aves primero son expuestos a las enzimas animales y después, en el caso de los
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cerdos, a enzimas microbianas del intestino grueso. Las enzimas microbianas en
las aves no son tan importantes, aun asi, la molleja produce importantes
modificaciones estructurales en las paredes celulares que permite la digestion del
almidén.*

La accesibilidad de una enzima a los componentes del grano puede ser
afectada por el tamano de particula y el area de superficie; barreras fisicas como
paredes celulares y barreras quimicas como la estructura rigida de la amilosa;
propiedades hidrofébicas o a la secuencia de aminoacidos de las proteinas. Esto
ultimo afecta la digestibilidad de las proteinas y puede influir en la accesibilidad de
las enzimas a otros componentes del grano.*® La digestibilidad del almidén
también puede afectarse por el tamafio del granulo de almiddn y el grosor de la
pared celular del endospermo.*®

Las paredes celulares del endospermo estan compuestas por un esqueleto
de celulosa impregnado de arabinoxilanos y B-glucanos solubles e insolubles.
Estos compuestos pueden reducir el contacto de las enzimas amiloliticas sobre los
granulos de almidén, se ha demostrado que la cebada, que tiene paredes
celulares mas gruesas que el sorgo tiene una menor digestibilidad en el intestino
delgado del cerdo.*®

Los principales factores que afectan la digestibilidad del almidén son: Las
condiciones ambientales durante el crecimiento del grano, el grado de
encapsulamiento del granulo de almiddn, la variacién en el contenido de almidén,
la composicion de aminoacidos de la matriz proteinica, la interaccién proteina-
almidoén, la integridad celular de las unidades que contienen al almidon, la
naturaleza de las enzimas y los factores anti-nutricionales como los taninos entre
otros.®?!

Aunque el maiz y el sorgo proveen casi la misma energia metabolizable, el
TND del sorgo es del 95% del valor para el maiz. Esta relativa diferencia
nutrimental puede deberse a que el maiz contiene aproximadamente 1% mas
extracto etéreo, y el sorgo contiene 1% mas de PC; ademas, el almidon de sorgo

parece tener mayor adhesion a los cuerpos de proteina que lo rodean, esto puede
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actuar como una barrera para el contacto del almidén y las enzimas
amiloliticas.*?"4°

Otro factor que puede influir en la digestibilidad del almidén son sus
componentes mismos, se ha observado que la digestibilidad del almidén es,
generalmente, inversamente proporcional al contenido de amilosa.?' Un tipo de
sorgo convencional con una proporcion de amilosa de 46% presenta una
digestibilidad in vitro de 30% mientras que en un tipo de sorgo céreo (waxy) con
24% de amilosa tiene una digestibilidad in vitro de 56%.%°

McCollough et al.*’

encontraron valores de digestibilidad in vivo de almidén,
utilizando bovinos de engorda, de 76-77% para grano de sorgo. McGinty y Riggs
(1968)*° reportaron la digestibilidad in vivo del sorgo anti-pajaro (alto en taninos)

14" evaluaron la

con un valor de 60%, en bovinos de engorda. Nishimuta et a
digestibilidad in vivo del almidon aislado procedente de granos de sorgo;
obteniendo valores de 78% para sorgo comun, 82% para sorgo céreo (waxy) y

1% estudiaron la

82.8% para sorgo hetero-amarillo en ovinos. Hibberd et a
digestibilidad del almidon aislado de sorgo in vitro, descrito como desaparicion de
MS, encontrando valores de 87-92% para el sorgo anti-pajaro; 98-100% para
sorgo tipo EnBL, y de 88-100% para sorgo céreo; en este trabajo también se
evalué la digestibilidad in vitro del grano molido, indicando valores de 51-58% para
el sorgo anti-pajaro, de 84-85% para sorgo del tipo EnBL y de 91-94% para sorgo
céreo. 84
1.7.2. Fibra

La fibra puede definirse como la parte de la planta que no puede ser digerida
por las enzimas producidas en el estbmago e intestino delgado de animales no-
rumiantes, por ello, la fibra regula el movimiento del alimento a través del tracto
digestivo de los animales. Los principales componentes de la fibra son: celulosa,
hemicelulosa, lignina y pectinas; las cuales se encuentran localizadas
principalmente en el pericarpio y la aleurona. La fibra se divide en fibra soluble y
fibra insoluble.? El sorgo contiene 6.5 a 7.9% de fibra insoluble y 1.1 a 1.23% de

fibra soluble. La mayoria de la fibra del sorgo es insoluble, y aproximadamente el
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82.6 % se localiza en el pericarpio. La fibra en el pericarpio realiza funciones
estructurales y de proteccion.®

El sorgo contiene polisacaridos no amilaceos (PNA), principalmente
localizados en el pericarpio y las paredes celulares del endospermo con una
proporcion que va de 2 a 7% dependiendo de la variedad. Estos polisacaridos
estan formados principalmente de arabinoxilanos y otros [-glucanos
representando el 40-55% del total de PNA. Los otros B-glucanos comprenden la
celulosa y otros.® El sorgo también contiene polimeros de pared celular como la
lignina con una proporcién de 20% del total de la pared celular.®

La FDN es considerada como el residuo de extraccion constituida por los
elementos de la pared celular vegetal, es decir, celulosa, hemicelulosa y lignina.
En la determinacién de la FDN con amilasa se utiliza un detergente para disolver
las proteinas y alguna materia nitrogenada; EDTA, para quelar al calcio y remover
pectinas a 100° C; el trietilenglicol para remover alguna materia no fibrosa de los
alimentos concentrados y la amilasa termoestable para remover el almidén (Ver
apéndice Cap. 10.5).*°

Una solucion de un detergente cuaternario acidificado es utilizada para
disolver los solubles celulares, hemicelulosa y minerales solubles dejando un
residuo de celulosa, lignina y proteina dafiada por calor y una porcion de proteina
de la pared celular y minerales (cenizas). La FDA es reconocida como el residuo
remanente después de esta extraccion (Ver apéndice, Cap10.6).>°
1.7.3. Proteina

De todos los componentes del grano de sorgo, la proteina es la mas variable;
puede contener 7-15 % de PC aprox.>'° Los distintos aminoacidos contenidos en
las proteinas del sorgo y su disponibilidad se muestran en el Cuadro 4 donde
puede observarse que, el sorgo comun, tiene bajo contenido de aminoacidos
esenciales como lisina (0.27 %) y metionina (0.10 %).>*

El 80% de la proteina del grano se localiza en el endospermo y esta
compuesta por glutelinas y prolaminas entre las cuales se encuentran las kafirinas

cruzadas. La proteina restante (20 %) se localiza en el germen y esta formada por
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albuminas y globulinas.®® Las kafirinas comprenden el 50-70 % del total de las
proteinas del sorgo®' y la proporcion de glutelinas-kafirinas en este grano es de
1:2.5.%

Cuadro 4. Aminodacidos contenidos en el grano de sorgo *°

Metionina 0.10 % (89)
Lisina 0.27 % (78)
Cisteina 0.20 % (83)
Triptofano 0.09 % (--)
Treonina 2.27 % (82)
Isoleucina 0.60 % (88)
Histidina 0.27 % (87)
Valina 0.53 % (87)
Leucina 1.40 % (94)
Arginina 0.40 % (74)
Fenilalanina 0.45 % (91)

2 Porcentaje de disponibilidad entre paréntesis. "Tomado de:
Feedstuffs, 2006.%

Se ha dicho que la proteina del sorgo es menos digerible. Esto puede
deberse a diferencias en la digestibilidad de cada tipo de kafirina presente en
mayor proporcion. Se sabe que, de todos los tipos de kafirinas presentes en el
sorgo, las a-kafirinas son las mas digestibles y que, conforme aumentan las y-
kafirinas, disminuye la digestibilidad de las proteinas del sorgo.”’

Existen algunas teorias que explican las diferencias que existen en la
digestibilidad de la proteina de acuerdo al tipo de kafirina predominante, como la
presencia de una capa periférica resistente al ataque enzimatico formada por y- y
B-kafirinas que impiden el acceso a las a-kafirinas; ademas, las y- y B-kafirinas
forman complejos de enlaces disulfuro intermoleculares muy numerosos durante el
desarrollo del grano, dificiles de romper por las proteasas. Otra posible causa de
la baja digestibilidad de estas proteinas es que las y-kafirinas se localizan en la
base de los plegamientos de los cuerpos proteinicos formando una estructura
invaginada muy cerrada que contribuye a limitar el acceso de las enzimas a las a-
kafirinas. Cada kafirina (-a, -B , -y, -0) tiene una composicion de aminoacidos

diferente, aunque en todas ellas prevalece la ausencia de la lisina, un aminoacido
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limitante;>® por ello, la proteina del sorgo es considerada de baja calidad,

especialmente para los animales no-rumiantes (Cuadro 5).%*

Cuadro 5. Composicion y tipos de kafirinas presentes en el grano de sorgo ?

Tipos Masa Aminoacidos Composicion Comportamiento
kafirina molecular residuales aminoacidos polimerizacidn
a 26,000- 240-250 Ricas en Mondomeros, oligobmeros
27,000 aminoacidos no- y polimeros
polares, sin Lis, 1
Trp, 10
repeticiones
B 18,745 172 Ricas en Met, Cis, = Mondmeros y polimeros
2Trp
1% 20,278 193 Ricas en Pro, Cis,  Oligémeros y polimeros
His, Asp, Trp, sin
Lis, Asn. 4
repeticiones
o) 12,961 114 Ricas en Met, sin Desconocido
Lis, 1 Trp

Lis: Lisina, Trp: Triptofano, Met: Metionina, Cis: Cisteina, Pro: Prolamina, His: Histidina,
Asp: Aspartato, Asn: Aspargina. “Tomado de: Belton et al.(2006)**

El efecto de la baja calidad de la proteina del sorgo no se observa en los
rumiantes debido a que la microflora del rumen puede transformar la proteina de
baja calidad y el nitrdgeno no-proteinico en proteina microbiana de buena
calidad.®

Como se ha dicho, la matriz proteinica y los cuerpos proteinicos embebidos
en el endospermo, pueden formar una capa continua alrededor de cada granulo
de almidén, como puede observarse en la Figura 3.°° Es probable que la
solubilidad y digestibilidad de las proteinas del sorgo influya el la digestibilidad del

endospermo, en los rumiantes aunque esto no ha sido explicado totalmente.*



Figura 3. Microfotografia electronica (3500x) que muestra la matriz protelnlca con
cuerpos de proteina embebidos rodeando cada granulo de almidén. Puede verse como
los cuerpos de proteina dejan identaciones en los granulos. Tomada de Black (2001).%°

1.7.3. Taninos

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de sustancias
quimicas, son metabolitos secundarios de las plantas y engloban mas de 8,000
compuestos. Los compuestos fendlicos se pueden agrupar en diferentes clases
dependiendo de su estructura quimica basica, dentro de esta clasificacion se
encuentran los taninos y flavonoides, entre otros."’

Los flavonoides constituyen el grupo mas importante con mas de 5000
compuestos. Son sustancias con una estructura quimica que permite una multitud
de variantes: Flavonoles, flavonas, isoflavonoides, catequinas, dihidrocalconas,
antocianidinas, leucoantocianidinas o flavandiol y proantocianidinas o taninos
condensados (no-hidrolizables).

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles con peso molecular
comprendido entre 500 y 3000 daltones. Estos compuestos, por su gran numero
de grupos hidroxilo, son capaces de unirse a proteinas y otras macromoléculas.

Pueden clasificarse en dos grupos: taninos hidrolizables y no-hidrolizables o
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taninos condensados.'” En el sorgo se localizan en el pericarpio y testa. Aunque el
endospermo no contiene taninos, se ha observado que estos, pueden unirse al
almidon e influir en la inhibicion de la accién enzimatica sobre este.'*® Los taninos
protegen al grano del ataque de insectos y pajaros.>® Son los responsables de los
distintos colores que presenta la harina de diversas variedades de sorgo.56 Para
eliminar el pericarpio y los pigmentos asociados a ésta se realiza una molienda y
tamizado, aunque se ha visto que la harina sigue presentando cierta coloracion
pues algunos pigmentos también estan presentes en testa y germen. Los sorgos
con testa pigmentada tienen un alto contenido de taninos condensados.'*

En el pasado, la manipulacion genética logré obtener sorgos altos en taninos
con el fin de evitar la pérdida de la cosecha por el ataque de péjaros. El sorgo con
alto contenido de taninos disuade el ataque de los pajaros debido a la astringencia
que provocan las proantocianidinas.’’

Al utilizar estos sorgos altos en taninos para consumo animal se observaron
problemas como rechazo del alimento, baja digestibilidad, menor tasa de
crecimiento y menor digestibilidad de la proteina, inhibicion enzimatica, e inclusive
se mencionan casos de muerte en aves,'’40:46:48.57.58,59.6061

La mayoria de estos estudios se realizaron entre 1970 y 1980 debido a la
aparicion de estos problemas, principalmente en granjas avicolas, lo que ocasiond
que el sorgo fuera sustituido por maiz en las dietas animales; esta es una de las
razones por las que no se utilizaba el sorgo en el pasado.®® En la actualidad, se ha
controlado la produccion de sorgo mejorado las variedades para que no contengan
alto contenido de estos compuestos.®® Desde 1982, se han publicado estudios de
variedades modernas de sorgo donde se determinaron que los taninos contenidos
en estas, no influyeron negativamente en el aumento de peso en pollos de
engorda.®® Ademas, en estudios mas recientes se ha demostrado que algunas
variedades de sorgo de alta digestibilidad pueden tener una conversion alimenticia
mas eficiente que el maiz comun.®®
1.7.4.1. Cuantificacion de taninos

Existen muchos métodos quimicos para cuantificar taninos condensados.
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Estos métodos generalmente son inexactos, ya que existe gran similitud entre los
taninos y el resto de los compuestos fendlicos. Estos dos grupos son dificiles de
separar cuantitativamente aunque difieren mucho en su efecto en los animales.*
Las primeras técnicas desarrolladas para la cuantificacion de compuestos
fendlicos son las técnicas espectrofotométricas. El método de vainillina acidificada
con HCI?®® es muy utilizado para medir cuantitativamente taninos condensados en
el grano de sorgo. La principal ventaja de este método parece ser su especificidad,
ya que determina compuestos flavan-3-ol, dihidrocalconas y proantocianidinas que
tienen una unién simple en la posicién 2,3 y poseen grupos metahidroxilo libres en
el anillo B, ademas, la vainillina reacciona a la presencia de leucantocianidinas.""
En cambio, los métodos de oxidacion-reduccion como el Método Folin-Denis o el
Método de Azul Prusia, detectan cualquier compuesto fendlico presente y con una

con sensibilidad muy variable.®®
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2. JUSTIFICACION

Aln cuando se ha establecido que algunas caracteristicas fisicas y quimicas
del grano de sorgo tienen cierta relacion con la proporcion de EnDU:BL; no se ha
determinado el efecto de éstas caracteristicas en la digestion del almidon en el
mismo; por lo que, el establecimiento de estas relaciones es importante para

evaluar las diferencias en el valor nutritivo de los hibridos de grano de sorgo.

3. HIPOTESIS

e La proporcion de EnDU:BL en distintos hibridos de sorgo es diferente.

e Existe alguna relacion significativa entre las caracteristicas fisicoquimicas y la
proporcion de EnDU:BL de granos de distintos hibridos de sorgo.

e La digestion enzimatica in vitro del almidon estd determinada por las

caracteristicas fisicoquimicas de hibridos de grano de sorgo.

4. OBJETIVOS

Determinar la proporciéon de EnDU:BL; analizar y calcular las correlaciones
existentes entre ésta proporcion de EnDU:BL y las caracteristicas fisicas: MS,
PMG, TP, SA, P/g y DEN y quimicas: NT, FDN, FDA, CEL, HEMICEL, LIG, TAN,
ALM, AImS, AImMNS y DRS; en 9 hibridos comerciales de grano de sorgo

cultivados en el estado de Morelos, México.
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5. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizé en el Departamento de Nutricion Animal y
Bioquimica (DNAB) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM. Se utilizaron muestras de 9 hibridos comerciales de grano de sorgo
cultivado en el Estado de Morelos y cosechado en 2004. Los hibridos utilizados
fueron: Pioneer 8282 (P-8282), Pioneer 8418 (P-8418), Dekalb 2000 (DK-2000),
Asgrow Kilate (Kilate), Asgrow Ambar (Ambar), Asgrow Marfil (Marfil), WAC-685,
Sorghum Partners Inc. KS955 (KS955) y Dekalb D-65 (D-65).

El analisis de las muestras se realizé en el Laboratorio de Bromatologia del
DNAB. Las muestras se conservaron en refrigeracion a 4° C hasta su analisis. Se
obtuvo una muestra contractual de cada hibrido utilizando el método de cuarteo,
que fue limpiada manualmente para retirar cualquier material extrano. Todos los
analisis se realizaron por duplicado en todos los hibridos.

Para la determinacion de la proporcion de EnDU:BL se utilizaron 20
fotografias digitales de cada hibrido; se montaron 20 granos en portaobjetos
fijados con resina epdxica de acuerdo con la modificacién de la técnica de Kirleis
et al.’® que se describe en el apéndice, Cap. 10.11.

Los andlisis fisicos realizados fueron: MS ¢, PMG °, DEN con picnémetro
volumétrico y TP ®% y los analisis quimicos: NT®’, FDA®’, FDN"®"", CEL®, LIG?,
ALM"2, AImS™, AImNS™ y TAN®®"_E| contenido de HEMICEL se determiné como
la sustraccion entre el contenido porcentual de FDA y FDN. El calculo de la DRS
se obtuvo mediante la formula reportada por Rodriguez et al. (2001)"* que se
muestra en el apéndice, Cap. 10.8.

5.1. Analisis de las caracteristicas fisicas del grano de sorgo.

Materia seca: La determinacion de la materia seca se realiz6 mediante la
técnica descrita por el AOAC (1990)%”, método oficial No. 934.01 (Ver apéndice,
Cap. 10.1).

Peso de mil granos: Se realizd la determinacion de PMG mediante la

técnica del Rice Knowledge Bank (2004)%® como se describe: Se contaron 1000
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granos enteros escogidos al azar y se pesaron en la balanza analitica. Esta
prueba se realiz6 en dos muestras de cada hibrido y se obtuvo el promedio el
resultado de las dos repeticiones.

Densidad relativa: Se determiné la densidad relativa de los granos de sorgo
en un picnédmetro volumétrico. (Ver apéndice, Cap. 10.2).

Tamafio de particula: La determinacion del TP se realizé mediante la
técnica de Baker y Herrman (2002)%° (Ver apéndice, Cap. 10.3).

5.2. Analisis de las caracteristicas quimicas del grano de sorgo

Nitrégeno total: Para la determinacion del NT se utilizé el método de
Kjeldahl descrito por el método oficial No. 955.04b del AOAC (1990)°” (Ver
apéndice, Cap. 10.4).

Fibra detergente neutro: La determinacion de la FDN se realiz6 mediante
una adaptacion de la técnica de Goering y Van Soest (1970)"° y Van Soest et
al.(1991)"" (Ver apéndice, Cap 10.5).

Fibra detergente acido: La determinacién de la FDA se realizé mediante
una adaptacion del método oficial No. 963.18c del AOAC (1990);%” (Ver apéndice,
Cap. 10.6).

Celulosa: La determinacion de la celulosa se realiz6 mediante el método
oficial No. 913.18d del AOAC (1990);%” (Ver apéndice, Cap. 10.7.2).

Lignina: La determinacién de la lignina se realiz6 mediante el método oficial
No. 913.18d del AOAC (1990);°” (Ver apéndice, Cap. 10.7.1).

Contenido de almidon: Para la determinacion del contenido de almidon, se
utilizé la técnica descrita por Zinn (1990)"? (Ver apéndice, Cap. 10.8).

Digestibilidad in vitro del almidén (Almidén soluble e insoluble): Se
determind el AImS, AImNS y se calculé la DRS mediante la técnica descrita por
Rodriguez et al. (2001)™* (Ver apéndice 1, Cap. 10.9.1y 10.9.2)

Contenido de taninos: La determinacién del contenido de TAN se realizo
mediante la modificacion a la técnica de vainillina acidificada con HCI descrita por
Price et al (1978)° utilizando blancos para vainillina, como lo sefialan Price et al
(1977)" (Ver apéndice 1, Cap. 10.10).
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5.3. Determinacion de la proporcion de endospermo duro:blando

Para la determinacion de la proporcion de EnDU:BL se realiz6 una
modificacién a la técnica descrita por Kirleis et al.’® (Ver apéndice, Cap 10.11).
5.4. Andlisis estadistico

Para calcular la diferencia entre los hibridos en la Proporciéon de EnDU:BL se
utilizé cada fotografia, que cumpliera con las caracteristicas mencionadas en la
técnica (Ver apéndice, Cap. 10.10), como la unidad experimental. Los datos
obtenidos de la proporcion de EnDU:BL se analizaron de acuerdo a un disefio
completamente al azar, mediante el procedimiento de modelos general lineal
(GLM) del Programa SAS,’ y las diferencias entre medias se evaluaron mediante
la prueba de Tukey con valor de significancia (P<0.05).””

Para calcular la variacion causada por la medicion de la proporcion de EnDU

y EnBL debidas a las modificaciones de la técnica de Kirleis et al.™

se delimité y
midié cinco veces una fotografia del mismo grano, calculando sus areas de EnDU
y endospermo total, obteniendo el promedio, desviacién estandar y coeficiente de
variacién para las 5 mediciones.””

Las medias obtenidas de las 20 fotografias de cada hibrido del % EnDU y %
EnBL se utilizaron para determinar las correlaciones simples (r de Pearson) entre
esta medicién y los resultados obtenidos en el resto de las caracteristicas
fisicoquimicas medidas.

Se utilizd el modelo de correlacion lineal simple’® para calcular los
coeficientes de correlacién de Pearson para todas las variables medidas entre una
y otra: EnDU, EnBL, MS, PMG, TP, SA, P/g, DEN, NT, FDA, FDN, CEL,
HEMICEL, LIG, ALM, AImS, AImMNS y DRS; con el programa Statistix Ver. 8.8
Se utilizé el modelo de regresion lineal simple®® para las caracteristicas que
presentaron un valor significativo (p<0.05) de correlacion simple de Pearson

utilizando el programa Statistix Ver. 8.”® mediante la ecuacion: § = B, + B4 (x;).”
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6. RESULTADOS

6.1. Proporcion de Endospermo Duro:Blando

Los resultados obtenidos de las diferencias entre medias en la prueba de
Tukey’” se muestran en el Cuadro 6. El porcentaje de EnDU promedio de los 9
hibridos fue de 47.68% con un rango de 44.18 a 52.24%. El porcentaje de EnDU
observado para el hibrido WAC-685 fue mayor (P<0.05) en 6.25, 7.28, 7.52 y
8.06% respecto a los hibridos P-8282, DK-2000, KS-955, y Ambar. No se
observaron diferencias (P<0.05) entre WAC-685, Kilate, D-65, P-8418 y Marfil; sin
embargo, WAC-685, Kilate y D-65 fueron diferentes (P<0.05) respecto a KS-955,
Ambar y DK-2000.

Cuadro 6. Proporcion de EnDU y EnBL de 9 hibridos de
sSorgo grano.

Hibrido Num. de EnDU’ EnBL"
fotografias  promedio  promedio
WAC-685 20 52.242 47.76%
D-65 20 50.79% 49.21%
KILATE 20 50.51%° 49.49%°
P-8418 20 48.64%° 51.36%°
MARFIL 20 47.12%° 52.882°
P-8282 20 45.99" 54,01
DK-2000 20 44.96° 55.04°
KS-955 20 44.72° 55.28°
AMBAR 20 44.18° 55.82°
Promedio 47.68 52.32
Desviacion Estandar 2.98 2.98

“Literales distintas en la misma columna indican diferencias
significativas entre medias (P <0.05). EnDU: Endospermo Duro,
EnBL: Endospermo blando.

El coeficiente de variacion calculado para la prueba de proporcion de

EnDU:BL fue de 0.86 % para EnBL y de 0.25%, es decir que, para ambas
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mediciones, fue menor a 1% (Cuadro 7).

Cuadro 7. Promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion
debido a la medicién del endospermo utilizando las modificaciones a la
técnica de Kirleis et al.*®

Endospermo Endospermo Total
Blando (Pixeles)
(Pixeles)
Promedio (n = 5) 1,788,231 2,699,497
Desviacion estandar 15,537 6,795
Coeficiente de variacion 0.86% 0.25%

6.2. Caracteristicas fisicas del grano de sorgo

El contenido de MS, PMG, TP, DEN, SA y P/g para los hibridos estudiados
se reportaron en base hiumeda y se muestran en el Cuadro 8. Los promedios de
MS, PMG y DEN fueron 92.47 % +0.49, 24.61 g +1.56 y 1.299 g/cm® +0.02,
respectivamente.

Cuadro 8. Caracteristicas fisicas de 9 hibridos de grano de sorgo

o PMG MS TP DEN
Hibrido 0 3

g. Yo um g/cm
P-8282 22.3 92.43 3145 1.298
DK-2000 24.05 92.09 3237 1.263
Kilate 27.75 93.16 3290 1.309
D-65 24.20 92.45 3161 1.308
WAC-685 24.38 92.81 3167 1.318
Ambar 25.98 91.65 3193 1.275
P-8418 23.88 92.31 3147 1.323
KS-955 25.29 92.21 3168 1.307
Marfil 23.55 93.13 3100 1.286
Promedio 24.61 92.47 3179 1.299
Desviacion estandar 1.56 0.49 55.82 0.02

PMG: Peso de mil granos, MS: Materia Seca, TP: Tamafio de Particula
(Diametro Medio Geométrico), DEN: Densidad Relativa.

El promedio del didmetro medio geométrico expresado como TP fue de 3179
um + 55.82. Los valores calculados de P/g fueron de 22 a 27 y de SA de 15.2-16.5
cm?/g (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Tamafio de particula de 9 hibridos grano de sorgo

% Grano de sorgo entero

L . DK- WAC-
P-8282 Marfil Ambar Kilate KS-955 2000 685 D-65 P-8418
>4.76 mm 0.00 000 000 000 000 000 0.00 0.00 0.00

4.75-400mm 0.03 0.00 0.00 0.04 0.00 0.03 0.08 0.02 0.00
3.99-3.36 mm 13.80 7.35 22.81 37.99 17.56 29.03 18.49 14.61 12.88
3.35-2.83 mm 84.55 90.06 75.50 6159 81.23 70.41 79.19 85.18 86.48
2.82-238mm 130 203 135 031 083 035 165 0.13 0.46
237-200mm 028 047 0.27 006 033 0.16 056 0.05 0.16

<2.00 mm 004 009 006 001 004 002 0.03 0.01 o0.02
% Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
TP (pm) 3145 3100 3193 3290 3168 3237 3167 3161 3147
SA (cm?g.) 16.0 16,5 163 152 158 16.0 157 155 155
P/g. 26 27 25 22 25 24 25 25 25
Desv.E.G. 1.09 110 110 109 109 109 109 107 1.07

TP: Tamano de Particula expresado como Diametro Medio Geomeétrico, SA:
Superficie de éarea, P/g: Particulas por gramo, Desv E.G: Desviacién Estandar
Geométrica.

6.3. Caracteristicas quimicas del grano de sorgo

Los valores encontrados de NT, FDN, FDA, CEL, HEMICEL, LIG, ALM,
AlmS, AImMNS y TAN se muestran en el Cuadro 10. Todos estos valores se
encuentran en porcentaje de MS.

El promedio de NT fue de 1.31 % +0.07; de FDN de 19.17 % +2.07; de FDA
de 8.30 % +0.49; de CEL 3.63 % +0.41; de HEMICEL 10.87 % +2.08; de LIG 4.54
% %0.31, de ALM 69.58 % £1.41; de AImS 6.00 % %0.49; de AIMNS 47.74 % +2.14
y de la DRS de 66.04 % +1.24.
Los valores obtenidos en la prueba de TAN con la prueba de vainillina
modificada® al corregir con los blancos,”® fueron muy bajos (0.0000 a 0.0015 %,
expresados en equivalentes de Catequina), por lo que se considera que los 9

hibridos no contenian taninos extractables.
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Cuadro 10. Caracteristicas quimicas de 9 hibridos de grano de sorgo.?

HEMI

Hibrido  NT FDN FDA CEL 'C" LIG ALM AmS Am DRS TAN
% % % % o % % % NS% % (eqCa)
P-8282 132 19.03 862 394 1041 452 6819 598 52.03 68.42 0.0025
DK-2000 1.29 14.65 7.69 3.02 6.96 4.48 68.64 6.06 47.67 66.31 0.0015
KILATE 1.5 2008 7.51 3.32 1257 412 70.82 575 47.08 65.38 0.0005
D-65 125 21.80 8.30 3.91 1350 428 71.78 565 46.07 64.31 0.0012
WAC-685 1.36 19.59 8.17 3.49 11.43 451 67.52 570 44.74 65.32 0.0000
AMBAR 1.32 20.02 8.09 3.12 11.93 4.94 7027 7.19 49.85 67.14 0.0000
P-8418 1.36 18.39 8.93 3.98 946 477 70.65 583 46.57 65.00 0.0000
KS-955 1.36 20.97 8.45 4.14 1251 4.24 69.68 564 48.15 65.98 0.0000
MARFIL 1.39 17.95 890 3.72 9.06 500 68.71 6.22 47.47 66.55 0.0000
Media ~ 1.31 19.17 830 3.63 10.87 4.54 69.58 6.00 47.74 66.04 0.00
Desv Est 007 207 049 041 208 031 141 049 212 1.24 0.00

& Valores reportados en base seca. NT: Nitrégeno total, FDN: Fibra detergente neutro,
FDA: Fibra detergente acido, CEL: Celulosa, HEMICEL: Hemicelulosa, LIG: Lignina, ALM:
Almidén, AImS: Almidon soluble, AImMNS: Almidén insoluble, DRS: Digestibilidad ruminal
esperada, TAN: Taninos (expresados como equivalentes de catequina). Desv Est:
Desviacion estandar.

6.4. Correlaciones entre las caracteristicas fisicoquimicas del
grano de sorgo

Los coeficientes de correlacion lineal (r de Pearson) encontrados entre los
valores de todas las caracteristicas medidas en los hibridos se muestran en el

Cuadro 11. Las caracteristicas fisicas y quimicas que estuvieron correlacionadas

(P<0.05) fueron:

FDA-CEL (r=0.75) FDA-NT (r=0.74) FDA-PMG (r=-0.67)
FDA-TP (r=-0.70) FDA-P/g  (r=0.79) DRS-EnBL  (r= 0.69)
DRS-EnDU (r=-0.69) DRS-AIMNS (r= 0.90) DRS-SA (r=0.65)
NT-TP (r=-0.80) NT-P/g (r= 0.81) NT-LIG (r= 0.66)
EnBL-AIMNS (r= 0.73) EnBL-DEN (r=-0.69) EnDU-AIMNS  (r=-0.73)
EnDU-DEN (r=0.69) AImS -LIG (r=0.70) AlmS-SA (r=0.65)
AImS-DEN (r=-0.65) PMG-TP  (r=0.88) HEMICEL-FDN (r=0.97)
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Cuadro 11. Coeficientes de correlacién simple (Pearson) entre las caracteristicas
fisicoquimicas del grano de sorgo

ALM CEL EnBL EnDU FDA FDN HEM LIG MS NT PMG DRS A”g A,I\g TAN TP SA P/g.
CEL 0.14
P 0.71
EB -0.14 -0.11
P 0.72 0.77
ED 0.14 0.11 -1.00
P 0.72 0.77 0.00
FDA 0.10 0.75 0.10 -0.10
P 080 002 079 0.79
FDN 049 048 -034 034 0.10
P 018 019 037 037 080
HEM 051 030 -0.36 036 0.14 0.97
P 0.16 0.43 0.34 0.34 0.72 0.00
LIG -0.24 0.14 0.33 -0.33 0.55 -0.34 -0.46
P 053 072 038 038 013 038 021
MS 0.14 0.15 -0.65 0.65 0.02 0.07 0.07 -0.21
P 071 070 006 006 095 085 0.87 059
NT -054 032 032 032 074 -021 -038 0.66 -0.23
P 013 040 040 040 003 059 031 0.05 0.55
PMG 047 -042 -013 013 -0.67 0.34 050 -0.38 0.08 -0.61
P 0.20 0.26 0.73 0.73 0.05 0.37 0.17 0.31 0.83 0.08
DRS -0.54 -0.13 0.69 -069 0.13 029 -0.32 0.36 -0.26 0.26 -0.32
P 013 074 004 004 074 045 040 0.33 050 050 0.39
AlmS -0.02 -0.54 0.58 -0.58 -0.05 0.16 -0.15 0.70 -0.52 0.18 0.12 0.54
P 097 013 011 011 091 068 070 004 015 0.65 0.76 0.14
AIMNS -0.15 003 073 -0.73 0.13 -0.08 -0.11 0.19 -0.41 0.04 022 0.90 0.49
P 069 094 002 002 075 084 078 0.62 028 092 0.56 0.00 0.18
TAN 018 -0.30 -0.01 001 -0.49 -0.34 -0.22 -0.42 -0.13 -0.50 -0.13 -0.16 -0.21 -0.05
P 0.65 043 098 098 0.18 0.37 056 0.26 0.74 0.17 0.74 0.67 0.60 0.90
TP 043 -032 -0.30 030 -070 041 057 -0.56 0.17 -0.80 0.88 -0.22 -0.07 -0.04 -0.04
P 0.25 0.40 043 043 0.04 0.27 0.11 0.11 0.67 0.01 0.00 0.56 0.85 0.92 0.93
SA -0.49 -0.20 0.64 -0.64 0.30 -0.38 -0.45 0.72 -0.23 0.61 -0.39 0.65 0.66 0.43 -0.16 -0.48
P 018 060 0.06 006 041 031 022 003 055 0.08 029 005 005 024 068 0.18
Plg. -0.37 035 034 -0.34 079 0.0 029 0.74 -0.08 0.81 070 0.40 031 0.25 -0.33 -0.92 0.79
P 031 036 037 037 00l 079 045 0.02 084 000 0.04 028 041 052 0.38 000 0.01
DEN 023 064 -0.69 069 030 058 051 -0.34 0.40 -0.04 0.06 -0.54 -0.65 -0.44 -0.40 0.25 -0.72 -0.22
P 0.55 0.06 0.03 0.03 0.42 0.10 0.16 0.37 0.29 0.92 0.87 0.14 0.05 0.24 0.28 0.52 0.03 0.56

En Negritas: Correlacion

significativa (P<0.05), P: Valor de significancia, ALM: Almidén,
CEL: Celulosa, EnBL: Endospermo Blando, EnDU: Endospermo Duro, FDA: Fibra
Detergente Acido, FDN: Fibra Detergente Neutro, HEM: Hemicelulosa, LIG: Lignina, MS:
Materia Seca, NT: Nitrdgeno Total, PMG: Peso de mil granos, DRS: Digestibilidad Ruminal
Esperada, AImS: Almidén soluble, AIMNS: Almidén Insoluble, TAN: Taninos, TP: Tamafio
de Particula (Didmetro Medio Geométrico), SA: Superficie de éarea, P/g: Particulas por
gramo, DEN: Densidad Relativa
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6.5. Ecuaciones de regresion lineal simple.

Aln cuando se establecié una gran cantidad de correlaciones significativas,
algunas no son precisamente relaciones debidas a diferencias entre hibridos, sino
al tipo de prueba realizada; por ejemplo, las relaciones entre la DRS-AImS y entre
DRS-AIMNS se deben a que el valor de DRS se calcul6 a partir de una formula
gue incluye los valores de AImS y AImNS, lo mismo ocurre con la relacién entre
HEMICEL-FDN ya que la hemicelulosa se calcula a través de la resta de la FDN y
la FDA; la relacion entre la FDA-CEL es obvia, debido a que en la prueba para
determinar la celulosa, se inciner6 el residuo obtenido en la prueba de FDA y la
formula para obtener el porcentaje de CEL utiliza el peso de la FDA. En el caso de
las relaciones con ED y EB, los coeficientes de correlacion tienen la misma
intensidad pero en sentido contrario, es decir, si la relacion con alguna
caracteristica fue inversamente proporcional para EnBL, entonces, era
directamente proporcional para EnDU con el mismo valor absoluto, por esto, no
fue necesario establecer ecuaciones para ambos (EnDU y EnBL) y se resolvio
determinar solo las ecuaciones que incluyeran a uno de ellos, seleccionando al
EnDU. Asi, se calcularon las ecuaciones para el resto de las correlaciones
significativas encontradas, y no, para las correlaciones ya mencionadas.

Las ecuaciones de regresion lineal simple establecidas corresponden a las
correlaciones de: DRS-EnDU, DRS-SA, EnDU-AIMNS, EnDU-DEN, AImS-LIG,
AImS-SA, AImS-DEN, NT-TP, NT-P/g, NT-LIG, FDA-NT, FDA-PMG, FDA-TP,
FDA-P/g y PMG-TP.

a) Ecuacion para DRS-EnDU.
DRS esperada = 79.6309 - (0.2849 * EnDU)

Esta ecuacion y la correlacion inversamente proporcional encontrada entre
EnDU-DRS sefialaron que por cada 1% que aumenté el EnDU, la DRS disminuyo
0.28% (p<0.04). El coeficiente de determinacién (r* = 0.47) indicé que el 47% de la
variacion total de la DRS puede deberse a la variacion en el contenido de EnDU
(Figura 4).
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Figura 4. Curva de regresion que muestra los valores
DRS (Eje y) encontrados y esperados, respecto a EnDU (Eje x).

b) Ecuacién para DRS-SA:
DRS esperada = 35.0927 + (1.9548 *SA)

Esta ecuaciébn y la correlacion positiva encontrada entre EnDU-DRS
sefialaron que por cada cm?g que aumento la SA, se incrementé la DRS 1.9548
% (p<0.05). El coeficiente de determinacién (r* = 0.42) indico que el 42 % de la
variacion total de la DRS se puede explicar mediante esta ecuacion.

c) Ecuacion para AImMNS-EnDU
AImNS esperado = 72.8770 - (0.5272 * EnDU)

Esta ecuacion y la correlacion negativa entre EnDU-AIMNS sefialaron que
por cada 1 % que se incremento6 el EnDU, el AIMNS disminuy6 0.5272 % (p<0.05).
El coeficiente de determinacién (r? = 0.54) indic6é que el 54 % de la variacion total
del AImNS puede explicarse por el tipo de endospermo presente en el grano.

d) Ecuacion para DEN-EnDU:
DEN esperada = 1.0755 + (0.0047 * EnDU)

La ecuacion y la correlacion positiva establecidas entre la DEN y el EnDU
sefialaron que por cada 1 % que aumenté el EnDU, la DEN aumenté 0.0046 g/cm?®
(p<0.05). El coeficiente de determinacion (r* = 0.48) indicé que el 48% de la

variacion total de la DEN se debe al tipo de endospermo presente en el grano.
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e) Ecuacion para AImS-LIG
AlmS esperado = 1.0154 + (1.0986 * LIG)

La ecuacion y la correlacion positiva establecidas entre el AImS y LIG
sefialaron que por cada 1 % que aumentd la LIG, el AImS aumenté 1.0986%
(p<0.05). El coeficiente de determinacién (r* = 0.48) indic6 que el 48% de la
variacion total del AlImS puede calcularse mediante esta ecuacion.

f) Ecuacion para AImS-SA
AlmS esperado = -6.4262 + (0.7849 * SA)

La correlacion establecida indic6 que la relacion entre AImS y SA es
directamente proporcional. Aunque la variable dependiente debié establecerse
como SA, se prefiri6 como variable dependiente al AImS ya que la prueba para
determinar AImS es mas compleja; asi se consider6 mas util una ecuacién que
predijera AImS (p<0.05). En este caso, la ecuacion establecida explica el 44% de
la variacion en el AlmS (r?=0.44).

g) Ecuacion para AImS-DEN
AlmS esperado = 26.7694 - (15.99 * DEN)

La relacion entre AImS y DEN es inversamente proporcional. Al igual que en
la ecuacion anterior, la variable dependiente fue establecida como AlmS para
obtener una ecuacion que pudiera predecir el AImS por medio de técnicas mas
sencillas como lo es, la determinacion de la DEN. La ecuacion establecida
(p=0.05) explicé el 43 % de la variacién total del AImS (r*=0.43)

h) Ecuacion para TP-NT
TP esperado = 3961.7861 - (597.7094 * NT)

Esta ecuacién y la correlacion inversamente proporcional encontrada entre
TP-NT sefalaron que por cada 1 % que aumentd el NT, disminuyé el TP
597.7094um (p<0.05). El coeficiente de determinacién (r* = 0.63) indic6 que el 63
% de la variacion total del TP puede ser explicada por esta ecuacion.

i) Ecuacién para P/g-NT
P/g esperadas = 6.4323 + (14.0363 * NT)

Esta ecuacion y la correlacion directamente proporcional encontrada entre
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P/g-NT sefialaron que por cada 1 % que aumentd el NT, aumentaron 14.0363 P/g
(p<0.05). El coeficiente de determinacién (r* = 0.66) indicé que el 66 % de la
variacion total de las P/g puede explicarse por esta ecuacion.
j) Ecuacién para NT-LIG

NT esperado = 0.5884 + (0.1590 * LIG)

La ecuacion y la correlacion directamente proporcional encontrada entre NT-
LIG indicaron que por cada 1 % que aumenté el contenido de LIG, el % de NT
aument6 0.1590% (p<0.05). El coeficiente de determinacion (r*> = 0.44) sefial6 que
el 44 % de la variacion en el contenido de NT puede deberse al contenido de LIG
en las muestras.

k) Ecuaciéon para NT-FDA
NT esperado = 0.40 + (0.11 * FDA)

La ecuacion y la correlacion directamente proporcional encontradas entre
NT-FDA sefialé que por cada 1 % que aumentd la FDA, el valor de NT se
increment6 0.11 % (p<0.05). El coeficiente de determinacion (r? = 0.53) sefial6 que
el 53 % de la variacién de NT puede deberse al contenido de FDA.
|) Ecuaciéon para PMG-FDA

PMG esperado = 42.2002 - (2.1210 * FDA)

La ecuacion establecida y la correlacion directamente proporcional
encontrada entre PMG-FDA sefalé que por cada 1 % que aumentd la FDA, el
valor de PMG aumenté 2.1210 g (p<0.05). El coeficiente de determinacién (r* =
0.45) sefialo que el 45 % de la variacion de PMG puede deberse al contenido de
FDA.

m) Ecuacion para FDA-TP
TP esperado = 4056.2446 - (105.7782 * FDA)

La ecuacidn establecida y la correlacion inversamente proporcional
encontrada entre TP-FDA sefialéo que por cada 1 % que aumento6 la FDA, el TP
disminuy6 105.7782um (p<0.05). El coeficiente de determinacién (r* = 0.86) sefial6

que el 86 % de la variacion de TP se debe al contenido de FDA.
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n) Ecuacion para P/g-FDA
P/g esperadas = 7.7171 + ( 2.0618 * FDA )

La ecuacion y la relacion directamente proporcional encontradas para P/G-
FDA indican que por cada 1 % que aumenté el contenido de FDA, el valor de P/G
aumenté 2.0618 el numero de P/g (p<0.05). El coeficiente de determinacion
obtuvo un valor de r’=0.62, que indicé que el 62 % de la variacién en P/g puede
deberse al contenido de FDA de las muestras.

0) Ecuacién para TP-PMG

TP esperado = 2438.07 + (29.65 * PMG)
Esta ecuacion y la correlacion positiva encontrada entre TP-PMG sefialan que,
por cada gramo que aumente el PMG, el TP aumenta 29.65um (p=0.001). El
coeficiente de determinacion (r*> = 0.77) indicé que el 77 % de la variacion total del
TP puede ser explicada por la ecuaciéon establecida.

Como se lograron establecer correlaciones entre las caracteristicas
fisicoquimicas medidas y se generaron ecuaciones de regresion lineal simple, se
probd obtener una ecuacion de regresion lineal multiple por pasos (Stepwise linear
regression) con el programa Statistix Ver. 8;® estableciendo como variables
independientes: EnDU, EnBL, MS, TP, DEN, PMG, SA, P/g, NT, CEL, HEMICEL,
LIG, ALM, FDA y FDN; y como variable dependiente la DRS; pero esta ecuacion

no pudo establecerse.
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7. DISCUSION

7.1. Proporcion de endospermo duro:blando

El promedio de los 9 hibridos para porcentaje de EnDU fue de 47.68% + 2.98
con un rango de 44.9 a 52.24%. Kirleis et al.'° encontraron valores de 9-16%, 26-
29%, 45-51%, 58.3-62% hasta 63% de EnDU en cinco distintas variedades de
sorgo grano; Chandrashekar y Kirleis?® calcularon el EnDU utilizando una ecuacion
de prediccién basada en la densidad del grano en 9 hibridos, obteniendo valores
de 8, 38, 41, 43, 48, 50, 54, 57 y 58%:; los valores encontrados en el presente
estudio coinciden con algunos hibridos mencionados por estos autores, aunque,
los hibridos aqui utilizados presentaron valores de 52.24 a 44.96%, que son mas
homogéneos y menos dispersos que los sefialados por aquellos autores. El
hibrido WAC-685 obtuvo la mayor proporcion de EnDU respecto a los hibridos P-
8282, KS-955, Ambar y DK-2000; los hibridos Kilate y D-65 obtuvieron valores
superiores a los hibridos mencionados y similares al hibrido WAC-685 (P<0.05).
Se ha mencionado que la proporcion de EnDU:BL, también conocida como grado
de vitrosidad o dureza, se modifica de acuerdo a la variacién genética dentro de la
misma especie, como se ha demostrado en el maiz, donde esta vitrosidad es
mayor para la variedad de maiz duro (flint) que para la variedad maiz dentado;
también se ha dicho que la proporcion EnDU:BL puede aumentar conforme
aumenta la maduracién del grano y su fertilizacion con nitrégeno.® Estas
diferencias entre la proporcion de EnDU:BL influyen en la digestibilidad del grano
como lo demostrron Correa et al.?° que encontraron una correlacién entre EnDU y
la disponibilidad de almidén ruminal in vitro en maiz de 0.93.?° y Corona et al.*°
gue encontraron que el 90% de la variacion en la DRS se explica por la proporcion
de EnDU:BL (DRS = 78.91 -18.13 * EnDU; P<0.05) en cuatro hibridos de maiz
amarillo con diferencias en proporcion de EnDU:BL (de 55 a 65%).

Aunque la técnica de Kirleis et al.*® es muy (til para medir cuantitativamente
las areas de EnDU y EnBL de grano de sorgo, el uso del planimetro requiere de

experiencia para su utilizacion; se necesita mucha precision manual durante las
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mediciones; ademas, durante el trazo con el planimetro por todo el perimetro, las
mediciones pueden variar notablemente por cualquier interrupcion o movimiento
brusco de la mano, por lo que se recomienda medir tres 0 mas veces la misma
area y promediar los valores mas préximos (al menos dos) para tener un valor
mas exacto. Esto limita en cierta forma la utilizacién de ésta técnica, ademas, la
proyeccion en papel de la imagen obtenida en el microscopio con el uso de un
microscopio y una camara ldcida requiere de un espacio dentro del laboratorio
donde el microscopio no tenga ningdn movimiento y permanezca siempre
orientado en el mismo eje respecto al sitio de proyeccion (una hoja fija a la pared
donde se dibujan los contornos). Otro factor que podria considerarse impractico es
el de lijar las muestras para exponer el germen y endospermo; ya que hace mas
largo este proceso.

La modificacion realizada en este trabajo a ésta técnica, sustituyendo la
exposicion del centro del germen y endospermo con lija por el corte con bisturi
(Figura 5); la sustitucion de la proyeccion de la camara lucida por el uso de
microfotografias digitales y la sustitucion de la medicion de las areas con el
planimetro por el uso de la computadora y el software Adobe® Photoshop®
Elements’® puede hacer a la técnica, mas practica y rapida, debido a varias
razones: las fotografias pueden ser evaluadas en cualquier momento, se pueden
revertir las modificaciones hechas en las mismas sin alterar la imagen original; la
delimitacion de las areas no requiere de un trazo o movimiento de la mano
continuo a través de todo el perimetro del area a medir; el microscopio, la
computadora y la camara son aparatos cada vez mas utilizados en el laboratorio,
gue permiten el calculo de las areas de EnDU y EnBL de una modo tan eficiente a
la que se puede realizar con el planimetro.

Kirleis et al.'®

reportan cierta dificultad para distinguir las areas de EnBL y
EnDU en sorgos con mayor proporcion de EnBL, el uso de fotografias de alta
definicion puede hacer que esta dificultad sea menor. Se ha estudiado
previamente el corte longitudinal con bisturi y la extraccion de las fracciones de

endospermo genera valores similares a la exposiciéon del endospermo con lija, con



46

poca variacion en el maiz (<1%).2° En el presente trabajo, se observé un
coeficiente de variacibn menor a 1% lo que indica que la delimitacion de las areas

de la forma aqui utilizada, puede considerarse confiable.

Figura 5. Fotografia de portaobjetos con granos de sorgo
fijlados con resina epdxica y cortados con bisturi.

Aunque la extraccion y separacion de las fracciones de endospermo que

parece ser una técnica mas exacta® que la técnica de Kirleis et al.'®

no pudo
realizarse en los hibridos de sorgo, ya que el tamafio y forma del mismo hicieron
muy complicada su manipulacion.
7.2. Caracteristicas fisicas del grano de sorgo

Materia Seca. El promedio encontrado en este trabajo de 92.47% es
superior a los valores reportados por Feedstuffs (2006)** de 89%, por
McCollough®® de 87.7-91.4%; por Yang y Seib® de 86.67% +0.18; ademas supera
al promedio reportado por Drinah® en 10 hibridos de sorgo de 90.3%. Esto puede
deberse a que el sorgo, como el resto de los alimentos esta sujeto a cambios por
las condiciones de almacenamiento previas al analisis; aunque también puede

deberse a la proporcion de EnDU:BL que presenta cada hibrido. Rooney y
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Pflugfelder?* mencionaron que, durante el desarrollo del grano, el agua se moviliza
y almacena mayormente en el EnBL debido a su estructura mas laxa; esto no
puede ser explicado por los resultados obtenidos en este estudio ya que la
correlacion entre EnBL-MS no fue significativa (r=0.65; p=0.06); un mayor nimero
de hibridos y mediciones podrian ayudar a explicar si esta relacion existe
realmente.

Tamafo de Particula. Dentro de la descripcion del sorgo, algunos autores
mencionan el didmetro del grano, como en el caso de Bennet’ que menciona un
diametro de 3-6mm y Dicko® de 4-8mm, aunque ninguna menciona al método de
medicién utilizado. La prueba de TP se describe como una herramienta atil para
conocer el diametro y grado de molienda en las particulas de harina o del grano
rolado.®® Para el grano entero es mucho menos frecuente el uso de ésta prueba,
por lo que, los resultados obtenidos en este estudio pueden ser utiles como una
nueva referencia sobre esta determinacion. El valor de TP promedio fue de 3.179 +
0.005mm, este se encontré cerca del valor minimo (3mm) sefialado por Bennet
(1990)?, lo anterior indicaria que los hibridos utilizados en este trabajo son de talla
pequefia; sin embargo, la variacion observada muestra que es necesario medir un
mayor numero de hibridos y variedades de sorgo cultivadas bajo las mismas
condiciones. Como se observa en el Cuadro 11, el TP present0 correlaciones
significativas con algunas otras determinaciones como NT, FDA y PMG, lo que
indica que la determinacion del TP en grano entero puede utilizarse como prueba
alternativa para valorar al sorgo.

Peso de Mil Granos. El valor promedio encontrado (24.61g +1.56), fue
similar a los valores de 20-30g registrados por Magness et al.** y menor al valor
promedio publicado por Buffo et al.** de 31.21+2.79, en 46 hibridos evaluados.
Debe sefialarse que la técnica para la determinacion del PMG utilizada por estos
autores es distinta a la empleada en el presente trabajo, ya que ellos contaron y
pesaron 100 granos y el resultado lo multiplicaron por 10. En cambio, en la
presente investigacion, se contaron y pesaron 1000 granos al azar, como lo marca

la técnica del Rice Knowledge Bank.®® La medicion del PMG es una medida
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relativa del tamafio del grano, lo anterior queddé demostrado por el presente
estudio ya que la correlacion registrada entre el TP y el PMG fue de 0.88, y un
coeficiente de determinacién r’=0.77 por lo que la ecuacién de regresion
establecida entre estas dos variables fue: TP = 2438.07 + (29.65 * PMG), tales
valores de TP promedio, esto no han sido establecidos en trabajos previos, por lo
qgue la ecuacion puede servir de referencia para determinaciones posteriores del
tamafo y peso del grano entero de sorgo.

Densidad Relativa. El promedio de DEN (1.299 g/cm?® + 0.02) es inferior a
los valores de DEN reportados por McCollough** que registré la densidad medida
con picnémetro multivolumétrico por desplazamiento de nitrégeno de 1.37-1.39
g/cm?®. Buffo et al.®? estudiaron 46 hibridos y registraron la densidad absoluta del
sorgo medida con picnémetro multivolumétrico de 1.347 +0.016; la cual es similar
a la DEN obtenida por Chandrashekar y Kirleis® de 1.14 a 1.37 g/cm® estos
altimos resultados coinciden con los valores encontrados en el presente estudio,
sin embargo aquellos autores utilizaron sorgo sin pericarpio y testa; ademas, no
describieron la técnica utilizada para medir la densidad. Estas diferencias entre las
técnicas utilizadas para medir DEN, asi como las diferencias entre las sustancias
utilizadas (Nitrégeno, xileno, agua destilada, etc.) hacen dificil la comparacion
entre los valores encontrados con el resto de la informacion publicada al respecto.
Se puede suponer que la determinacién de la densidad con agua subestima el
valor de la DEN, y esto puede deberse a que la penetracion a los poros del grano
depende de la tensién superficial del agua y de otras interacciones que puedan
ocurrir durante el contacto del grano con el agua, como la formacion de burbujas,
o la disolucién de algan componente del pericarpio; que no fueron medidas ni
controladas; esto podria comprobarse evaluando distintas técnicas y soluciones
utilizadas para la medicion de la DEN en el sorgo.

De acuerdo con Chandrashekar y Kirleis,? la determinacién de la densidad
es Util para calcular la proporcién de EnDU en el grano de sorgo. Los coeficientes
de correlacion encontrados aqui para DEN-EnBL (r=-0.69) y DEN-EnDU(r=0.69);

31
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coinciden con esto. Maxson et a obtuvieron una correlaciéon entre DEN-EnDU
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mayor a la del presente estudio (r=-0.95 p<0.001), aun cuando los valores de
encontrados aqui son inferiores, tuvieron un valor de correlacién consistente. La
ecuacion calculada (DEN = 1.0755 + 0.0047*EnDU) obtuvé un avalor de
determinacion de 48%; que indicé que el aumento en la proporcion de ENDU
aumenta la DEN del grano y que el 48% de este cambio puede ser explicado por
esta ecuacion. Esta relacion directamente proporcional entre DEN-EnDU ha sido
atribuida a que el EnDU contiene una mayor proporcién de proteinas® y la matriz
esta en forma continua,® lo que provoca una estructura mas compacta. Algunos
autores han mencionado que existe una relacién entre NT-DEN como Buffo et al.*?
gue encontraron una correlacién entre Densidad-PC de 0.53; esto no esta bien
aclarado ya que otros autores como Dorsey-Redding et al.?’ encontraron una
correlacion entre Densidad-PC de r=-0.33 y r=-0.39 en el maiz; en este trabajo no
se encontro alguna correlacion (P<0.05) con NT.
7.3. Caracteristicas quimicas del grano de sorgo

Nitrogeno Total. Los valores registrados en este trabajo tuvieron un
promedio de 1.31% +0.07 con valores entre 1.15 a 1.39% los cuales coinciden con
Chandrashekar et al.?® quienes obtuvieron valores entre 1.32-1.39%; sin embargo,
son inferiores a los valores (registrados como PC y convertidos a NT dividiéndolos
entre 6.25) publicados por otras fuentes: 1.67-2.06% (Mossé et al.),** 1.76%
(Feedstuffs, 2006),** 1.98% (NRC, 1985),% 1.78-2.64% (Hibberd),*”® y 2.02-2.32
(Bello).?® Aunque se ha dicho que un menor porcentaje de proteina puede deberse
a condiciones favorables en el cultivo que permiten un mayor almacenamiento de
almidén en el grano durante su desarrollo;** en el presente estudio, la correlacién
encontrada entre ALM y PC no fue significativa, por lo que no puede comprobarse
lo explicado anteriormente por Buffo et al.*? Se ha estudiado que el contenido de
nitrégeno puede modificarse por medio del control agronémico de los cultivos del
sorgo; la cantidad de proteina contenida en el grano varia de acuerdo a las
condiciones ambientales, fertilizacion del suelo, temperatura y genotipo.*#2
Fracciones de la Fibra. La determinacion de FDN y FDA en los cereales no

es muy comun debido a que: a) Su contenido de fibra en muy bajo y b) el sorgo es
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utilizado en las dietas como fuente de energia y el aporte de fibra es cubierto por
el resto de los componentes de la racién; cominmente, solo se menciona el
contenido de FC y no, el contenido de sus fracciones; por ejemplo, el cuadro de
alimentos de Feedstuffs (2006)** sefiala un contenido de FC de 2% en el sorgo.
Los valores encontrados aqui, de 19.17% de FDN y 8.3% de FDA son muy
similares a los valores encontrados en Feedstuffs (1993),% de 19% de FDN y 6%
de FDA. Se sabe que la mayor parte de la fibra se encuentra en el pericarpio
(82.3%) y que la mayoria se esta puede considerarse fibra insoluble. Ademas, el
sorgo contiene lignina, que constituye el 20% de la pared celular.® Esta evaluacion
de las fracciones de la fibra podria ser atil para determinar la cantidad de
pericarpio presente.

Las correlaciones establecidas entre FDA-CEL(r=0.75), FDA-NT(r=0.74) y
entre LIG-NT(r=0.66) se deben a que, en la determinacién de la FDA®' se aisla un
material insoluble conocido como FDA que contiene principalmente CEL, LIG y
Nitrégeno ligado a ésta.?® La relacién entre NT-LIG tiene especial importancia,
debido a que el nitrégeno unido a la LIG es completamente inutilizable debido a
que forma uniones que no pueden romperse por accién enzimatica.’® Debe
recordarse que, cuando la valoracion de la proteina de un alimento se basa en el
analisis de PC del analisis quimico proximal, se determinan todos los compuestos
nitrogenados y no indica el contenido de proteina verdadera o proteina digestible;
por lo tanto, el porcentaje de NT es poco consistente para un diagnostico confiable
del contenido y calidad de la proteina; la relacion encontrada entre LIG-NT ilustra
estas afirmaciones.

Para comprender la relacion entre FDA-PMG y FDA-TP se debe tomar en
cuenta que los valores de FDA son proporcionales al resto de los componentes del
grano, lo que no ocurre en el caso del PMG y el TP. También puede suponerse
que granos mas pequefos, tengan una proporcion de pericarpio y testa mayor
debido a una acumulacion deficiente de otros compuestos nutritivos como almidén
o proteina, durante el desarrollo del grano. La relacion establecida entre

HEMICEL-FDN se debi6é a que la determinacion de la hemicelulosa se baso en la
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sustraccion del valor de FDA al valor de FDN; tomando en cuenta cuales son los
principales componentes de la FDN: Celulosa, hemicelulosa y lignina, se
considera entonces que, conforme aumenta el valor de la hemicelulosa, aumenta
la cantidad de FDN contenida en el grano, esto deberia ocurrir también y
ocasionar una relacion positiva entre CEL-FDN y HEMICEL-FDN; esto no ocurre
asi, ya que el valor de hemicelulosa es solo teérico, a diferencia del valor de
celulosa y lignina que son calculados mediante procedimientos de laboratorio y
gue incluyen a otros compuestos no determinados, como es el caso del silice y
minerales para la lignina o de nitrégeno asociado y cutina,®® por ello estas
relaciones no se establecen tan facilmente.

Almidon. El promedio de ALM (69.58%) obtenido en los hibridos de la
presente investigacion es inferior al los valores encontrados por Yang y Seib®?
(74.9-79.4%) y es superior a los valores reportados por Black et al.* (63%). Al
respecto, Drinah®® publicé promedios de 67.4% y 73.6% para hibridos cultivados y

cosechados en dos afios subsecuentes. Hlbberd et al.*®

mencionaron un promedio
de ALM de 61.9-83% que atribuyeron a la diferencia genética entre hibridos y a las
practicas de fertilizacion. El tipo de analisis utilizado también pudo provocar estas
diferencias entre los valores de almidon encontrados en el presente trabajo y en
estudios anteriores; ya que algunos estan basados en el analisis No.76-11 descrito
por el AOAC (1990)°” En la presente investigacion se utilizé la técnica descrita por
Zinn (1990).”% El contenido de ALM no presenté ninguna correlacion significativa
con el resto de las caracteristicas medidas, por lo que, no es posible estimar el
valor de la cantidad de almidon contenido en el grano por medio de
determinaciones indirectas del resto de los compuestos y coincide con la idea

expuesta por Hibberd et al.*®

quienes sefialan que el contenido de almidén no
afecta la digestibilidad del mismo, sino que son otros factores los que pueden
modifican la digestibilidad del almidén como la proporcion de EnDU:BL evaluada
en este estudio, y que si estuvo correlacionada con la DRS y con el AIMNS. La
ausencia de relacion entre el contenido de almidon y el resto de las caracteristicas

medidas en este trabajo, sugieren que la acumulacion de almidén en el grano es
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independiente del resto de los componentes del mismo.

Digestibilidad Ruminal In vitro del Almidon. La digestibilidad in vitro del
almidon (estimada como DRS) obtuvo un promedio de 66.04%, éste valor es
inferior al encontrado por Salinas et al.®” de 72.1% para sorgo rolado, esto se debe
a que el AImS, en el presente trabajo, tuvo un valor (6.0 %) que resultd inferior al
valor obtenido (9.0%) por aquellos autores. Aun asi, la cantidad de AImS fue
superior al valor obtenido por Zinn,® de 5.03 % para sorgo molido. El valor de
AIMNS (47.74%) fue inferior al valor reportado por Salinas et al.®” de 64.7% para
sorgo rolado.

La digestibilidad ruminal in vitro obtenida en este trabajo es superior a otros
valores publicados por Black®® de digestibilidad in situ de 62%, y de digestibilidad
in vitro para sorgos céreo, no-céreo y normal de 56, 36 y 30% respectivamente;
sin embargo, los valores de digestibilidad ruminal pudieron variar por las
diferencias en el método utilizado para su estimacién, que se han encontrado en
las determinaciones in vivo (por la especie animal) in situ (por el sitio de
canulacion) e in vitro (por el tipo de enzimas o liquido ruminal utilizado).

La correlacion encontrada en el presente trabajo de DRS-EnDU ha sido
publicada por algunos autores en maiz. Corona et al.*° establecieron una ecuacién
de regresion: DRS = 78.91 — (18.13 * EnDU), con la que pudo explicarse que el
90% de la variacion de la DRS en el maiz debido a la diferencia en la proporcién
de EnDU:BL. Correa et al.?® obtuvieron una correlacién de 0.93 entre EnDU-DRS;

Philippeau et al.?®

indicaron una correlacién entre la degradabilidad ruminal in situ
y el EnDU de 0.89. La causa de esta correlacion se atribuyo a que el EnBL, por su
estructura mas laxa, permite una mayor accesibilidad de las enzimas digestivas al
almidén;*® ademas, puede deberse a que en el EnDU, la matriz proteinica que
rodea el almidon del sorgo y del maiz es mas densa y esto contribuya a la menor
digestibilidad de esta porcién.>*** Corona et al.*® registraron mayor contenido de
nitrégeno en la porcién de EnDU, lo cual confirma lo anterior; sin embargo, en el
presente trabajo no se determiné el contenido de nitrdgeno por cada fraccion sino

en todo el grano y no se observé alguna relacion entre NT-DRS, y NT-EnDU. Esto
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ultimo coincide con Hibberd et al.*®

guienes sefialaron que no puede establecerse
la relacién entre Digestibilidad-PC porgue la proteina contenida en el almidén no
es exactamente el factor que influye en la digestibilidad del grano, sino que son
otros factores en conjunto; como la solubilidad y digestibilidad de la proteina; los
que modifican esta digestibilidad. Otros autores mencionan que el tipo de
encapsulamiento de granulos de almidon y el porcentaje y tipo de kafirinas
presentes también influyen en esta relacion.>®>*3%2 Existen muchos factores,
ademas de los ya mencionados, como las diferencias en la accesibilidad y tiempo
de union de las enzimas a su sustrato y la proporcion de amilopectina y amilosa
que también producen cambios en la digestibilidad del aimidén.*® Si se consideran
gue son muchos y muy diversos todos los factores involucrados en la digestibilidad
del almidon, se explica porque el valor de determinacién para la correlaciéon
encontrada en el presente trabajo es de 47%, esto sefiala que diferencia en la
digestibilidad del almidén de sorgo depende 47% de la proporcion de EnDU:BL.

Taninos. El Método de vainillina acidificada modificado® seleccionado para
determinar taninos ha sido calificado anteriormente como el mas especifico y

confiable,”®

siempre que se utilicen blancos para color de fondo ya que los
pigmentos del sorgo tienen una longitud de onda igual a la longitud de onda de la
vainillina (630nm). Tomando en cuenta estas recomendaciones;’® en el presente
estudio se obtuvieron valores muy bajos de taninos expresados como equivalentes
de catequina, por lo que se asumio que los 9 hibridos de sorgo no contenian
taninos extractables. Durante muchos afios se estudié y comprobd que el sorgo
podia contener una cantidad variables de taninos, y que conforme aumentaba su
contenido se presentaban respuestas adversas en la produccién animal; con el
paso del tiempo, se han creado variedades modernas de sorgo que no contienen
taninos o que los contienen en muy bajas cantidades;® a esto puede atribuirse, el
hecho de no encontrar taninos en los hibridos utilizados en esta investigacion.
Aunque actualmente existen hibridos “altos en taninos”; su cultivo es cada vez
menor y comunmente la empresa productora de semillas conoce esta

caracteristica de contenido de taninos y la reporta a sus clientes.
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8. CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias en la proporcion de EnDU:BL entre algunos
hibridos de grano de sorgo.

Existen mudltiples relaciones significativas entre las distintas caracteristicas
fisicas y quimicas del grano de sorgo que pueden ser determinadas por medio
de ecuaciones de regresion lineal simple, como las establecidas en este
trabajo.

La proporcion de EnDU:BL es una de las variables determinantes en la
prediccion de la digestibilidad ruminal del almidon de sorgo; ya que, al
aumentar el contenido de EnDU, la DRS disminuye proporcionalmente; en
donde el 47% de las diferencias encontradas en la digestibilidad ruminal del
almidon del sorgo son atribuibles a la proporciéon de EnDU:BL, este valor puede
servir como un indicador de la digestibilidad de hibridos de grano de sorgo.

Las modificaciones realizadas a la técnica de Kirleis et al.'®

para la
determinacion de la proporcion de EnDU:BL en el presente estudio pueden
utilizarse como una nueva herramienta para conocer la proporcién de EnDU:BL
por medio de imagenes digitales para el analisis de hibridos de sorgo, que

puede ser util en estudios posteriores.

Recomendaciones

Evaluar una mayor cantidad de hibridos para establecer la relacion de sus
caracteristicas fisicoquimicas con la proporcion de endospermo duro:blando y
la digestibilidad del almidon.

Estudiar hibridos de grano de sorgo cultivados bajo condiciones similares de

medio ambiente, manejo del cultivo, fertilizacién, etc.
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10. APENDICE

10.1. Determinaciéon de materia seca
Adaptada de: AOAC 934.01 (1990).%
Se pesaron 100g de muestra de grano entero en taras de cartdn. Estas
muestras fueron secadas en un horno de aire forzado marca Rios-Rocha HS-62 a
70-80°C durante 24hr. Se retiraron las muestras del horno y se colocaron en un
desecador por 20min. Se registro el peso de las taras con muestra. La materia
seca fue calculada por las siguientes férmulas:

1) % Humedad = (TMF — TMD) x 100
TMF - Tara

Donde:

Tara = Peso en gramos de la tara vacia

TMF = Peso en gramos de la tara con muestra fresca

TMD = Peso en gramos de la tara con muestra deshidratada

2) % MS = 100 - % Humedad

Las muestras secas de grano por hibrido de ambas repeticiones fueron
mezcladas, después fueron molidas y tamizadas con criba USBS #10 (1680
micrones). Estas muestras fueron conservadas en frascos de vidrio de tapa

hermética.

10.2. Determinacién del tamaio de particula.
Adaptada de Baker y Herrman (2002).%°
Se utilizaron muestras de 100g de grano entero. Se seleccionaron y pesaron
6 diferentes cribas vacias y limpias. Las cribas utilizadas fueron: USBS #4
(4760um), USBS #5 (4000um), USBS #6 (3360um), USBS #7 (2830um), USBS #8
(2380um) y USBS #10 (2000um). Estas cribas se colocaron una sobre otra, de
mayor a menor abertura; debajo de la ultima criba se utilizé un recipiente para
contener las particulas que pudieran atravesar todas las cribas; este grupo de
cribas se coloco en un Agitador de Cribas W. S. Tyler Modelo RX-812; el tiempo

de agitacion se establecio en 10 min. Se retiraron las cribas del agitador para
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pesar cada criba y el recipiente; mediante sustraccion se obtuvo el peso de la
muestra que estaba contenida en cada uno. Las cribas y el recipiente fueron
limpiados con aire a presion entre cada muestra.

El tamafo de particula promedio del material retenido en una criba se calculd
como el promedio geométrico del diametro de abertura de dos cribas adyacentes
mediante la férmula:

di = (dy * do )0.5

Donde:

di = Diametro de la iésima criba

dy = Diametro de abertura de la criba a través de la cual pasaron los granos

do = Diametro de abertura de la criba a través de la cual no pasaron los granos

El TP promedio se calcul6é con base en el peso de la muestra. Esto se hizo
utilizando la férmula:

dgw = |°9'1[ 2 (W, log d; )J

W,

Donde:
dgw = Diametro medio geométrico (TP)
W, = Peso de la muestra contenida en la iesima criba
La desviacién estandar geométrica se calculé mediante la formula:

Sqw = log™ [Z W, (log d; - log dow_)fJ 05
2 W,

Donde:
Sgw = Desviacion estandar geométrica

El numero de particulas por gramo (P/g) y la superficie de area (SA) fueron
calculados a partir del TP (dgw) y la desviacion estandar geométrica (Sqw). Para
estos calculos se considerd que los factores para una forma cubica son: Bs=6 y
Bv=1. Se utilizdé el valor de densidad obtenido en la prueba de DEN en cada
hibrido. Como la DEN esta expresada en g/cm® fue necesario convertir el dq, en
centimetros, esto se hizo multiplicando el valor de dgy, por 0.0001. El calculo de SA

y P/g se realizé utilizando las formulas:
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Plg = _1_ exp {[4.5(In Syy)?] -3 (Indg) }
6 By

SA(cm? = _B; exp {0.5[In(Sgn?)] -Indgw}
3 By

10.3. Determinacién de la densidad relativa (DEN).

Se lavo y seco perfectamente un picndmetro volumétrico Gay Lussac de 25
ml (LabGlass) y se llend hasta el aforo con agua destilada a temperatura de 20°C
11 (misma temperatura para todas las muestras), se secd perfectamente por el
exterior; se pesd y se registré el peso como (PPH,0). Se agregaron aprox. 29
10.01 de muestra de grano entero, se agitd para expulsar las burbujas de aire
atrapadas en el fondo y se coloco la tapa del picndmetro desalojando agua, asi, el
nivel del agua volvia al aforo y se registr6 nuevamente el peso del picnometro que
ahora contenia agua y la muestra sumergida como M,. Se sumo el valor obtenido
del peso del picnometro con agua (PPH20) mas el peso de la muestra en gry se
registr6 como M. Para calcular la DEN del grano se utilizaron las formulas:
M; = (PPH20) + gr Muestra
Mo = Mz - My,
Donde:

Mo = Masa del agua desplazada

La formula de Densidad relativa es:

Masa del sdlido
DEN = Volumen del sélido
Masa del aqgqua
Volumen del agua

Como el volumen del sélido y el volumen del agua desplazada te6ricamente
son idénticos, la férmula queda asi:

DEN = Masa del sdlido
Masa del agua
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Entonces: DEN = gq. de Muestra
Mo

10.4. Determinacion del nitrogeno total por el método de Kjeldahl.
Adaptado de: AOAC 955.04b (1990).%”
Reactivos:
Mezcla catalizadora. Se mezclaron 200g de sulfato de potasio (grado reactivo);
20g de sulfato de cobre pentahidratado (grado reactivo) y 5g de selenio metalico
en polvo (grado reactivo).
Acido borico (H:BOs 4 %), 1L: Se disolvieron 40g de H3BO3 en agua destilada, se
colocé en la parrilla de calentamiento y se agité hasta disolverlo, se dejé enfriar a
temperatura ambiente.
Hidréxido de sodio (NaOH) al 50 %: Se pesaron 500g de NaOH grado reactivo y
se agregaron a 500 ml de agua destilada fria, se disolvié con varilla de vidrio para
evitar la cristalizacion del NaOH.
Indicador de verde de bromocresol: En un matraz volumétrico de 1000 ml se
disolvié 1g de verde de bromocresol en aprox. 950 ml de agua destilada, el
indicador debia presentar un color azul marino intenso. Con algunas gotas (Aprox.
6) de acido sulfurico al 10 % virar el pH de la soluciéon para que presentara un
color verde intenso y se aforo.
Indicador de fenolftaleina: Se disolvieron 5 g de fenolftaleina en 500 ml de etanol
al 96 % y se aforé a 1 L con agua destilada.
Solucién valorada de acido clorhidrico 0.1 N (2L): Se colocaron 500 ml de agua
destilada un matraz volumétrico de 2000 ml. Se agregaron 17.5 ml de acido
clorhidrico al 36.5 a 38 % y se afor6 a 2 L.
Se utilizaron las muestras molidas provenientes de la prueba de MS, conservadas
en el horno de aire forzado a 50° C por 24hr. Se pesaron muestras de 1 g que se
colocaron en matraces Kjeldahl, se agrego 1 g de mezcla catalizadora y 20 ml de
acido sulfurico (grado reactivo) por las paredes. Estas muestras fueron digeridas
en un Digestor Kjeldahl por 1 hr. Después, se dejaron enfriar y se agregaron a

cada matraz Kjeldahl: 400 ml de agua, algunas gotas de indicador de fenoftaleina
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y 50 ml de solucion de NaOH 50 %. En matraces Erlenmeyer con 50 ml de H3BO3;
4 % e indicador de verde de bromocresol al 10 %, se destilaron las soluciones
contenidas en los matraces Kjeldahl hasta obtener 100 a 150 ml de solucién en los
matraces Erlenmeyer. Esta solucion obtenida se titul6 con acido clorhidrico 0.1 N
hasta el vire de color (verde a azul). Se registr6 la cantidad de acido clorhidrico

utilizado y se calcul6 el NT contenido en cada muestra mediante la formula:

NT = ml HCI gastados en la titulacion x Normalidad del HCI x 0.014 X 100
g. muestra

10.5. Determinacion de la fibra detergente neutro con amilasa, por
reflujo.

Adaptada de Goering y Van Soest (1970)®° y de Van Soest et al.(1991).”
Reactivos:
Solucion detergente neutro (1 L). Se colocaron 500 ml de agua destilada en un
vaso de precipitado con capacidad de 1 L. Se colocé dentro una barra magnética y
se agitd en una platina de agitacion. Se afadieron: 30 g de Lauril sulfato de sodio
USP, 18.6111 g de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) sal disdédica; 6.8100 g
de borato de sodio decahidratado (Na;B4O7-10H,0) grado reactivo; 4.5611 g de
fosfato de sodio dibasico anhidro (Na,HPO,4) grado reactivo. Se agrego lentamente
el remanente de agua destilada al contenedor para evitar la formacion de espuma
del detergente. Cuando se hubieron anadido aprox. tres cuartas partes del agua
destilada, se agregaron 10 ml de trietilenglicol grado reactivo, que reduce la
formacion de espuma. Se mantuvo en agitacién durante 12 hr y se utilizé el calor
de platina para disolver completamente todos los componentes. La solucion fue
conservada a 20° C para evitar su precipitaciéon. Se ajustd su pH con HCI o NaOH
para obtener un valor de pH que estuviera dentro del rango de 6.9-7.1.
Acetona (CH3COCHz3) grado reactivo.
Sulfito de sodio anhidro (Na,SO3) grado reactivo.

a-amilasa termoestable al 1 %.
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Procedimiento:

Se colocaron crisoles de Gooch en horno de aire forzado a 100° C por 24hr.
Al sacarlos del horno se colocaron en campanas de desecacién y se pesaron
después de 20 min registrando el peso como W1. Se utilizaron las muestras
molidas provenientes de la prueba de MS, estas muestras fueron conservadas en
horno de aire forzado por 24 hr. Se homogeneizaron las muestras y se pesaron
0.25 g de muestra de cada hibrido y duplicado. El peso de la muestras se registrd
como W2. Se mezclaron con 0.25 g de sulfito de sodio en tubos de ensaye. Se
colocaron los tubos en gradillas y se les agregaron 20 ml de solucién detergente
neutro, agitando cada uno para suspender la muestra y el sulfito de sodio. Se
colocaron en bafio Maria a 95°C. Se les agregd 0.1 ml de a-amilasa (Sigma
A3306). Se utilizaron canicas para tapar cada tubo a partir de la ebullicion de las
muestras. Se mantuvieron en ebullicion durante 60 min agregando 5 ml de
solucion detergente neutro para separar la muestra adherida en las paredes del
tubo. Se retiraron las muestras del bafio Maria y se dejaron enfriar por 1min para
filtrarlas. Los crisoles de Gooch se precalentaron con agua destilada hirviendo,
filtrando con vacio. Se decantdé cuidadosamente el contenido de cada tubo en el
crisol correspondiente y se filtré6 con vacio. Se enjuago el tubo con agua destilada
hirviendo, para colectar todo su contenido, vaciando en el crisol de Gooch. Se filtré
y lavd dos veces el residuo en los crisoles con agua destilada caliente y después
con 30 ml de acetona permitiendo enjuagar durante 2 min. Después de filtrar la
acetona con vacio, se colocaron los crisoles en el horno de aire forzado a 100°C
durante 8hr y se pesaron registrando su peso como W3. Las féormulas para
calcular el porcentaje de FND contenido en las muestras fueron:

% FDN con amilasa expresado en MS = W3 - W1 x 100
w2

Donde:
W1 = Peso del crisol en gramos
W2 = peso inicial de la muestra en gramos

W3 = peso seco del crisol y de la fibra (residuo) en gramos
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10.6. Determinacion de la fibra detergente acido con amilasa, por
reflujo.

Adaptada de AOAC 973.18c (1990).%”
Reactivos:
Acido sulfdrico (HCI) 1.00N # 0.005 N (1L). En un matraz de 1L sumergido en
agua fria; que contenia 500 ml de agua, se agregaron 27.7 ml de HCI (51,04 g) de
95-98 % de pureza (grado reactivo) y se aford. Se dejo enfriar la solucién y se
aforé nuevamente.
Solucién acido detergente. Se utilizé 1 L de HCI 1.00 N para disolver 20 g de cetil
trimetil bromuro de amonio (CTBA), grado reactivo.
Acetona (CH3COCHz3) grado reactivo
a-amilasa termoestable Sigma A3306
Procedimiento:
Se colocaron crisoles de Gooch en horno de aire forzado a 100° C por 24 hr. Al
sacarlos del horno, se colocaron en campanas de desecacion para enfriarlos y se
pesaron después de 20 min registrando el peso como W1. Se utilizaron las
muestras molidas provenientes de la prueba de MS, que fueron conservadas en
horno de aire forzado por 24 hr a 50° C. Se homogeneizaron las muestras y se
pesaron 0.25 g de muestra de cada hibrido y duplicado. El peso de la muestras se
registro como W2. Se colocaron los tubos en gradillas y se les agregaron 20 ml de
solucion detergente acido, agitando cada uno para suspender la muestra. Se
colocaron en bafo Maria a 95° C. Se agreg6 a cada tubo, 0.1 ml de a-amilasa
termoestable. Se utilizaron canicas para tapar cada tubo a partir de la ebullicion de
las muestras. Se mantuvieron en ebullicion durante 1 hr agregando 5 ml de
solucion detergente acido para separar la muestra adherida en las paredes del
tubo. Se retiraron las muestras del bafio Maria y se dejaron enfriar por 1 min para
filtrarlas. Los crisoles de Gooch se precalentaron con agua destilada hirviendo,
filtrando con vacio. Se decant6é cuidadosamente el contenido de cada tubo en el
crisol correspondiente y se filtré con vacio. Se enjuago el tubo con agua destilada

hirviendo, para colectar todo su contenido, vaciando en el crisol de Gooch. Se filtrd
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y lavé dos veces el residuo en los crisoles con agua destilada caliente y después
con acetona permitiendo enjuagar durante 2 min. Después de filtrar la acetona con
vacio, se colocaron los crisoles en el horno a 100° C durante 8 hr y se pesaron
registrando su peso como W3. Las formulas para calcular el porcentaje de FNA
contenido en las muestras fueron:

% FDA con amilasa (FDA) expresado en MS = W3 — W1 x 100
W2

Donde:
W1 = Peso del crisol en gramos
W2 = peso inicial de la muestra en gramos

W3 = peso seco del crisol y de la fibra (residuo) en gramos

10.7. Determinacion de celulosa por incineracién y de lignina por
el método de permanganato.

Adaptada de AOAC 973.18d (1990).%"
10.7.1. Determinacion de lignina.
Reactivos:
Solucién saturada de permanganato de potasio (1L): En un matraz volumétrico de
1 L se disolvieron 50 g de permanganato de potasio (KMnO,4) grado reactivo, en
agua destilada, se aforé a 1 L, se mantuvo en agitacion constante y se conservé
protegida de la luz directa.
Solucién amortiguadora de lignina (1 L): En un matraz volumétrico, se disolvieron
6.0 g de nitrato férrico nonahidratado (Fe(NO); 9H,0) grado reactivo y 0.15 g de
nitrato de plata (AgNO3) en 100 ml de agua destilada. Se combin6 esta mezcla
con 500 ml de acido acético glacial (CH3;COOH) grado reactivo y 5.0 g de acetato
de potasio (C;H3KO,) grado reactivo. Se agregaron 400 ml de alcohol butilico
terciario ((CH3)3COH) grado reactivo y se mezclé la solucion.
Solucion combinada: Se mezclaron la solucién de KMnO4 saturada y la soluciéon
amortiguadora de lignina con relacion de 2:1 por volumen. Se verificé que la
mezcla presentara un color morado intenso y estuviera libre de precipitados.

Solucion desmineralizadora (1 L): Se disolvieron 50 g de acido oxalico puro
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(C2H204) (deshidratado a 50 ° C) en 700 ml de alcohol etilico al 96 % (C2HsOH).
Se agregaron 50 ml de acido clorhidrico (HCI) concentrado grado reactivo, (aprox.
12 N) y se mezclé con 250 ml de agua destilada.

Acetona (CH3COCHz3) grado reactivo.

Procedimiento:

La muestra que se utilizo fue el residuo de la FDA contenido en el crisol Gooch. Se
colocé el crisol en una bandeja de vidrio, con agua fria (2-3 cm de profundidad) sin
mojar el residuo dentro de los crisoles. Se llenaron los crisoles con aprox. 25 mi
de solucion combinada (sin llegar hasta el borde superior del crisol) y se ajusté el
nivel de agua de la bandeja para controlar el flujo de la solucion a través de los
crisoles. Se agitaron con varillas cortas de vidrio y se dejaron reposar a 20-25° C
por 90 min + 10 agregando solucién combinada cada vez que fuera necesario,
para mantener el nivel de la solucion constante. Cada crisol fue colocado en
embudo de filtracion para remover por vacio la solucibn combinada contenida en
ellos. Se colocaron nuevamente en la bandeja, y se les agregd solucion
desmineralizadora hasta la mitad, se filtré esta solucion con vacio y se repitio este
proceso dos veces mas, dejando actuar la solucién desmineralizadota durante
5min antes de ser filtrada. Se colocaron los crisoles en el embudo de vacio y se
les enjuagd con una corriente fina de solucién desmineralizadora hasta que el
color del residuo fuera blanco. Los crisoles fueron lavados vy filtrados dos veces
seguidas con alcohol etilico al 80 % y después, del mismo modo, con acetona. Se
filtraron hasta la sequedad con vacio y se colocaron en horno de aire forzado a
100° C durante 24 hr. Se sacaron del horno a un desecador por 20 min y se
pesaron registrando el peso como W4.

Para calcular la lignina en base seca, se aplicé la siguiente formula:

%LIG (base seca) = W3 - W4 x 100
w2

Donde:
W2 = Peso en gramos de la muestra utilizada en la determinacion de FDA.
W3 = Peso en gramos del crisol y del residuo seco.

W4 = Peso en gramos del crisol después de la oxidacion.
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10.7.2. Determinacion del contenido de celulosa.

Se incineraron las muestras procedentes de la determinacion de lignina,
contenidas en los crisoles; a 525° C por 3 hr. Se dejaron enfriar; primero, dentro
de la mufla apagada y después, en un desecador. Se pesaron los crisoles y se
registré el peso como W5. Para calcular la cantidad de celulosa en Base Seca
(BS) de la muestra se aplicé la férmula:

% CEL (base seca) = (W4 — W5) / W2 x 100

Donde:

W5 = Peso en gramos del crisol después de la incineracion.

10.8. Determinacion del almidén total.

Adaptado de Zinn (1990)."2
Reactivos:
Sulfato de zinc (ZnSO,) al 15 %: Se pesaron 150 g de ZnSO, y se aforé a 1 L con
agua destilada.
Solucién buffer: Se pesaron 9.91 g de acetato anhidro de sodio (16.44 g de la
forma trihidratada) y 7.27 ml de acido acético glacial y mezclaron en matraz
volumétrico. Se aforé a 1 L con agua destilada.
Solucién buffer-enzima: Se preparé diariamente, pesando enzima suficiente para
tener 0.55 mg de amiloglucosidasa de Aspergillus niger (Sigma A-7420) por cada
tubo. Se agrego6 a esta, 10 ml de solucion buffer por cada tubo.
Solucion glucotall: Se mezclaron 940 ml de acido acético glacial, 60 ml de O-
Toluidina al 98 % (Sigma 466190) y 5 g de Tiourea (JT Baker 4123-01) y esta
mezcla se conservo en frasco ambar con tapa.
Procedimiento:
Las muestras de grano fueron molidas con criba USBS #40 (420 um).Se colocaron
0.15 g de muestra molida en tubos de cultivo de 20 ml con tapa por duplicado (dos
tubos por cada hibrido). Se utilizé un tubo para blanco y se prepararon dos juegos
para soluciones estandar: El primero de almidéon (JT Baker 4006-1), formado por

dos tubos, uno con 0.09 g y otro con 0.135 g de almidodn; y el segundo de dextrosa
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(JT Baker 1916-01): formado por dos tubos, uno con 0.09 g de dextrosa y otro con
0.135 g de dextrosa.

Se agregaron 10 ml de agua destilada a todos los tubos, se taparon, se agitaron
con agitador tipo vortex y se incubaron en bafio Maria a 100° C £+ 5 durante 3 hr
agitando con voértex cada 10 min durante los primeros 30 min y cada 30 min por el
tiempo restante. Al terminar la incubacion, se sacaron del bafio Maria y se dejaron
en reposo por 24 hr.

Se adicionaron 10 ml de solucién buffer-enzima y una gota de tolueno a cada tubo
y se agitaron con vértex. Se incubaron en bafio Maria a 50° C (sin exceder 55° C)
durante 3 hr agitando con vortex cada 20 min. Los tubos fueron retirados del bafio
Maria y se agregaron 2 ml de ZnSOa4 al 15 % a cada uno. Después de agitarlos
con vortex, fueron colocados en un agua con hielo por 10 min.

Se filtraron 0.3 ml del contenido de cada tubo, con papel filtro #4 (Whatman 1004-
125), en un tubo de ensayo; solo el contenido de los tubos de soluciones estandar
y de blanco se filtraron en dos tubos, teniendo asi, dos repeticiones por cada tubo
estandar y blanco.

Se tomaron 50 ul del filtrado en tubos de ensayo y se agregaron 4 ml de solucién
glucotall, se agitaron los tubos con vortex, se taparon con canicas y se incubaron
en bafo Maria a 100° C + 5 por 10 min. Se retiraron los tubos del bafo y se
colocaron en agua con hielo por 5 min.

Se dejaron en la campana de extraccién por 10 min y se agitaron con vortex. Se
realizd la lectura en el espectrofotometro UV/Vis previamente ajustado a una
longitud de onda de 630 nm; primero se ajustd el espectrofotdmetro con el blanco
y se realizd la lectura de las muestras estandar de almidon y dextrosa y
posteriormente, las muestras de sorgo.

El contenido de almidon se obtuvo mediante la curva de regresion establecida con

los estandares de almidon y dextrosa.
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10.9. Determinacion de la digestibilidad enzimatica in vitro del
almidoén.

Adaptado de Rodriguez et al. (2001).™
10.9.1. Reactividad de la amiloglucosidasa (AImS).
Reactivos:
Sulfato de zinc (ZnSO,) al 15 %: Se pesaron 150 g de ZnSO4 (grado reactivo) y se
afor6 a 1 L con agua destilada.
Solucién buffer: Se pesaron 9.91 g de acetato anhidro de sodio (16.44 g de la
forma trihidratada) y 7.27 ml de acido acético glacial y mezclaron en matraz
volumétrico. Se aforé a 1 L con agua destilada.
Solucién buffer-enzimas: Se prepard diariamente, pesando enzima suficiente para
tener 0.55 mg de amiloglucosidasa de Aspergillus niger (Sigma A-7420) por cada
tubo. Se agrego6 a esta, 10 ml de solucion buffer por cada tubo.
Solucion glucotall: Se mezclaron 940 ml de acido acético glacial, 60 ml de O-
Toluidina al 98 % (Sigma 466190) y 5 g de Tiourea (JT Baker 4123-01) y esta
mezcla se conservo en frasco ambar con tapa.
Procedimiento:
Las muestras de grano fueron molidas con criba USBS #40 (420 um).Se colocaron
0.50 g de muestra molida en tubos de cultivo de 20 ml con tapa por duplicado (dos
tubos por cada hibrido). Se utilizé un tubo para blanco y se prepararon dos juegos
para soluciones estandar: El primero de almidéon (JT Baker 4006-1), formado por
dos tubos, uno con 0.09 g y otro con 0.135 g de almiddn; y el segundo de dextrosa
(JT Baker 1916-01): formado por dos tubos, uno con 0.09 g de dextrosa y otro con
0.135 g de dextrosa. Se agregaron 10 ml de agua destilada y 10 ml de solucién
buffer-enzima a cada tubo y una gota de tolueno, agitando con vortex. Se
incubaron en bafo Maria a 39° C (sin exceder 45° C) por 4 hr. agitando cada 20
min. Al sacar las muestras del bafio Maria se agregaron 2 ml de ZnSOasal 15 %, se
agitaron y se colocaron en agua con hielo por 10 min.
Se filtraron 0.3 ml aprox. del contenido de cada tubo, con papel filtro #4 (Whatman

1004-125), en un tubo de ensayo; solo el contenido de los tubos de soluciones
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estandar y de blanco se filtraron en dos tubos, teniendo asi, dos repeticiones por
cada tubo estandar y blanco. Se tomaron 100 pl del filtrado en tubos de ensayo y
se agregaron 4ml de solucion glucotall, se agitaron los tubos con vortex, se
taparon con canicas y se incubaron en bafio Maria a 100° C £ 5 por 10 min. Se
retiraron los tubos del bafio y se colocaron en agua con hielo por 5 min. Se
dejaron en la campana de extraccion hasta que alcanzaran la temperatura
ambiente y se agitaron con vortex. Se realizé la lectura en el espectrofotometro
UV/Vis previamente ajustado a una longitud de onda de 630 nm; primero se ajusto
el espectrofotometro con el blanco y se realizé la lectura de las muestras estandar
de almiddn y dextrosa y posteriormente, las muestras de sorgo.

10.9.2. Reactividad enzimatica del almidén insoluble (AImNS)

Reactivos:

Sulfato de zinc (ZnSO,) al 15 %: Se pesaron 150 g de ZnSO, y se aforé a 1 L con
agua destilada.

Solucion buffer: Se colocaron 8.71 g de fosfato de potasio en un matraz
volumétrico y se afor6 a 1 L con agua destilada. El pH fue ajustado en 6.0
utilizando unas gotas de cloruro de amonio.

Solucion buffer-enzimas: Se preparé diariamente, pesando 0.035 g de carbonato
de calcio, 0.55 g de amiloglucosidasa de Aspergillus niger (Sigma A-7420), 8 mg
de a-amilasa de pancreas porcino (Sigma 10080), 8 mg de pancreatina porcina
(Sigma P-1625), 2 mg de acromopeptidasa de Achromobacter lyticus (Sigma A-
3547), y 2 mg de proteasa tipo pancreas bovino (Sigma P-4630) por cada tubo. Se
mezclaron con 20 ml de solucién buffer por cada tubo.

Solucion glucotall: Se mezclaron 940 ml de acido acético glacial, 60 ml de O-
Toluidina al 98 % (Sigma 466190) y 5 g de Tiourea (JT Baker 4123-01) y esta
mezcla se conservo en frasco ambar con tapa.

Procecidimiento:

Las muestras de grano fueron molidas con criba USBS #40 (420 um). Se
colocaron 0.15 g de muestra molida en tubos de cultivo de 20 ml con tapa por

duplicado (dos tubos por cada hibrido). Se utilizé un tubo para blanco y se preparo
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un juego estandar de dextrosa (JT Baker 1916-01) formado por dos tubos, uno con
0.09 g de dextrosa y otro con 0.135 g de dextrosa. Se agregaron 20 ml de solucién
buffer-enzimas a cada tubo y una gota de tolueno, agitando con vortex. Se
incubaron en bafio Maria a 39° C (sin exceder 45° C) por 6 hr agitando cada 30
min. Al sacar las muestras del bafio Maria se agregaron 2 ml de ZnSOasal 15 %, se
agitaron y se colocaron en agua con hielo por 10 min.

Al sacar las muestras del bafio Maria se agregaron 2 ml de ZnSO4 al 15%, se
agitaron y se colocaron en agua con hielo por 10 min. Se filtraron 0.3 ml aprox. del
contenido de cada tubo, con papel filtro # 4 (Whatman 1004-125), en un tubo de
ensayo; solo el contenido de los tubos de soluciones estandar y de blanco se
filtraron en dos tubos, teniendo asi, dos repeticiones por cada tubo estandar y
blanco. Se tomaron 50 pl del filtrado en tubos de ensayo y se agregaron 4 ml de
solucion glucotall, se agitaron los tubos con vértex, se taparon con canicas y se
incubaron en bafio Maria a 100°C £ 5 por 10 min. Se retiraron los tubos del bafo y
se colocaron en agua con hielo por 5 min. Se dejaron en la campana de extracciéon
hasta que alcanzaran la temperatura ambiente (aprox. 27° C) y se agitaron con
vortex. Se realiz6 la lectura en el espectrofotdmetro UV/Vis previamente ajustado
a una longitud de onda de 630 nm; primero se ajustd el espectrofotometro con el
blanco y se realizd la lectura de las muestras estdandar de dextrosa y
posteriormente, las muestras de sorgo. El valor de AImNS se calcul6 mediante una
curva de regresion.

Para calcular el valor de Digestibilidad Ruminal Esperada (DRS) se
calcularon los valores de: Almidén reactivo a la amiloglucosidasa (AGR), almiddn
reactivo (RS), almiddn reactivo insoluble (IRS) y almidén digerible insoluble (ISD)
mediante las formulas siguientes:

e AGR = (AImS/ ALM) *100;

¢ RS = (AImMNS/ALM) * 100

e IRS=(RS-AGR)/6

e ISD = (100-AGR) * ((IRS / (IRS + 0.5))

La DRS se calculd utilizando ecuacion:
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e %DRS =(1.32 * AGR) + (0.93 * ISD)

10.10. Determinacion de taninos por el método de vainillina
acidificada

Adaptado de: Price et al. (1978)°® y Price y Butler (1977).”
Reactivos:
Solucién HCI 4 % (1L). Se agregaron 4 ml de acido clorhidrico (grado reactivo) aun
matraz volumétrico de 1 L y se afor6 con metanol (99 % grado
espectrofotométrico, Sigma M-3641).
Solucion HCI 1 % (1L). Se agregd 1 ml de HCI (grado reactivo) en matraz
volumétrico de 1 L y se aforé con metanol.
Solucién HCI 8 % (1L). Se agregaron 8 ml de HCI (grado reactivo) en matraz
volumétrico de 1 L y se aforé con metanol.
Solucién de vainillina 4 % (1 L). Se agregaron 4 ml de vainillina (Pura HPLC 98 %,
Fluka 94750) a un matraz volumétrico de 1 L y se aforé con metanol.
Solucion reactiva de vainillina acidificada: Se preparé diariamente: Se mezclaron
volumenes iguales de solucion de vainillina 4 % y soluciéon de HCL 8 %.
D-catequina hidratada (Sigma C-1251).
Procedimiento:

La preparacion de reactivos, curva estandar, molienda y el analisis fueron
realizados el mismo dia para evitar alteraciones en la muestra debido al
almacenamiento. Se prepard una curva estandar pesando 100 mg de catequina y
se disolvié en 50 ml de metanol. Se prepararon diluciones de 0 a 10 de esta
solucidén utilizando metanol como disolvente. Se transfiri6 1 ml de cada dilucion a
dos tubos, se agregaron 5 ml de solucion reactiva de vainillina acidificada y se
incubaron todos los tubos a bafio maria a 30° C por 20 min. Se retiraron los tubos
del bafio y se leyeron inmediatamente en el espectrofotometro ajustado a 500 nm
de absorbancia. La curva se trazo6 utilizando las concentraciones de catequina y la
transmision obtenida.

Las muestras de grano fueron molidas y tamizadas con criba USBS # 40
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(420 um). Se mezclaron 200mg de muestra molida con 10 ml de solucién HCI 1%,
en tubos de cultivo con tapa. Los tubos se incubaron a 30° C en bafio Maria
durante 20 min, agitdndolos constantemente con voértex. Después de la
incubacion, se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min. Se tomd una alicuota del
sobrenadante en tubos de ensayo y se agregaron 5 ml de reactivo de vainillina
acidificada a 30° C; en tubos con una segunda alicuota de sobrenadante se
agregaron 5 ml de HCI 4 % a 30° C (estas segundas alicuotas con HCI 4% fueron
los blancos para cada alicuota con reactivo de vainillina acidificada del hibrido
correspondiente). Se incubaron todos los tubos a 30° C por 20 min. Se ajusté el
espectrofotometro a 500 nm de absorbancia (Abs). La lectura de la Abs se realiz6
leyendo primero tubo con el blanco y después el tubo con reactivo de vainillina
acidificada del hibrido correspondiente, asi, se restd6 la Abs del primero al
segundo, esto se hizo en todos los tubos. Las diferencias debidas al peso se
corrigen con la formula:

Abs = Abs obtenida x 200
peso de muestra en g

Al comparar los valores obtenidos de Abs para las muestras en la curva
estandar de catequina, se tomod la concentracion de catequina a ese valor de Abs
y se multiplicé por 0.42 (Factor de equivalencia entre taninos y catequina) para

obtener la concentracion de taninos.

10.11. Proporcion de endospermo duro:blando (EnDU:BL);
modificacion de la técnica de Kirleis et al."

Se obtuvo una muestra de aprox. 50 granos utilizando el método de cuarteo,
eliminando los granos rotos. Se prepararon portaobjetos cubriendo la superficie
con resina epoxica conocida como poliéster, inmediatamente se colocaron sobre
esta, 10 granos de sorgo de un mismo hibrido en cada portaobjetos dejando
suficiente espacio entre ellos hasta montar 50 granos, procurando tener el eje
longitudinal del grano (tomando el germen como referencia), en una orientacion
paralela a la linea horizontal de la superficie del portaobjetos. Aproximadamente la

mitad de cada grano debia sobresalir del poliéster y el resto debia estar sumergido
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en este. Los portaobjetos se dejaron polimerizar durante 24 hr a temperatura
ambiente (24-26° C). Después, cada grano fue cortado con un bisturi por la mitad,
retirando la parte que sobresalia del poliéster, para asi exponer el centro de cada
grano, dejando ver el germen y las areas de EnDU y EnBL (Figura 5). Se
seleccionaron 20 granos de cada hibrido que presentaron las siguientes
caracteristicas: Integridad de la superficie de corte, regularidad de los bordes del
grano, exposiciéon completa del centro del germen y estado sano de cada grano,
para la seleccion de los mismos no se tomaron en cuenta diferencias de color,
tamafo o forma. Los portaobjetos fueron conservados en refrigeracion a 4° C
hasta la toma de fotografias.

La técnica utilizada por Kirleis et al.®

refirié el uso de un microscopio de luz,
una fuente de luz externa y una camara lucida, proyectando la superficie de corte
del grano en una papel, dibujando los bordes y después midiendo con un
planimetro (aparato utilizado para medir areas) las areas de endospermo total y
EnDU y mediante la sustraccion entre estas dos mediciones, se calculd el area de
EnBL; estableciéndose asi la proporcion de EnDU:BL en cada grano. En el
presente estudio, se reemplazé el uso de la proyeccidon con camara lucida y el
planimetro por el uso de fotografias digitales tomadas con camara digital y el
software Adobe® Photoshop® Elements.”

Se realiz6 la toma de una fotografia por cada grano de los 20 seleccionados
por hibrido con una camara Canon Power Shot S70 y un microscopio
estereoscopico Leica Z100 con adaptador de camara Leica DS150, enfocando
manualmente cada toma, sin flash y ajustando el contraste de blancos al modo
“‘exterior’. Cada fotografia fue editada con el software Adobe® Photoshop®
Elements.” Se delimitaron las areas de EnDU, germen y EnBL con la herramienta
“lapiz” de color negro (saturacion de color 0 %, tonos: azul verde y rojo al 0 %,
brillo 0 %, color No. 000000) y grosor de linea de 5 pixeles. Las lineas trazadas
debian ser continuas porque esto afectaba la seleccion de las areas y su medicion

posterior en pixeles. (Figura 5).
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Figura 6. Microfotografia de un grano de sorgo seccionado que muestra
la delimitacion entre las areas de endospermo duro y blando

Se calcularon las areas de EnDU y EnBL con la herramienta “Varita magica”; con
esta herramienta se seleccionaron los pixeles similares en tonalidad e intensidad
de brillo, es por ello que las areas deben estar completamente delineadas con un
color de contraste. Primero se seleccioné el area del EnBL, esto se observo, por
una linea punteada que resalta al tener marcada el area deseada, para ampliar
esta seleccion se utilizé la herramienta “Agregar a la seleccion” ya que algunas
zonas, debido a cambios de tono, son excluidas de la seleccidn aunque se
encuentren dentro del area considerada como ENBL. También se utilizé la
herramienta “Aumentar” para que el area seleccionara llegué hasta los limites de
cada area delineada. Cuando las lineas punteadas mostraban que el area total del
EnBL que se delinedé al principio estaba seleccionada, se observaba en el
histograma de saturacion de color, dentro del apartado “Imagen” dentro de la barra
de inicio, el numero de pixeles que se encontraban dentro de la seleccion, se
registrd el valor obtenido y se procedié a seleccionar el area de EnDU con la
herramienta “Agregar a la seleccion” y con la herramienta “Aumentar” se

selecciond toda el area delineada considerada como EnDU. Se revisé de nuevo el
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numero de pixeles que se encontraron dentro de esta area, obteniéndose el
numero de pixeles de endospermo total. Por medio de una sustraccion
matematica se obtuvo el numero de pixeles del EnDU y, con base en este, se

calculo la proporcion en porcentaje de EnDU y EnBL respecto al endospermo total.



	Portada
	Contenido
	Resumen
	1. Introducción
	2. Justificación   3. Hipótesis   4. Objetivos
	5. Materiales y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Referencias
	10. Anexos

