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IV. Resumen.

El sorgo se caracteriza por una baja digestibilidad de la proteina, atribuida a la presencia de
taninos; sin embargo, éstos sélo la afectan cuando estan presentes en gran cantidad. Estudios in
vitro muestran que la digestibilidad de la proteina disminuye cuando se incrementan las kafirinas.
El objetivo del trabajo fue evaluar in vivo si el contenido de kafirinas influye negativamente en los
coeficientes de digestibilidad ileal (CDI) de la proteina de sorgo en cerdos en crecimiento. Para ello
se produjeron tres hibridos de sorgos (bajo, medio y alto en taninos); la mitad de cada parcela se
fertilizé con exceso de nitrégeno para incrementar el contenido de kafirinas, con la finalidad de
obtener el mismo hibrido con un contenido alto y uno bajo en kafirinas. Se utilizaron 4 cerdos
Duroc x Landrace con un peso de 60 kg por tratamiento, a los cuales se les colocé una canula en el
ileon terminal. Los siguientes andlisis se realizaron en las dietas y en las digestas ileales: proteina
cruda (PC), energia bruta (EB), cromo, taninos y perfil de proteinas; ademas, en las digestas se
realizd un andlisis de western blot. Se calculd la digestibilidad ileal aparente (DIA) y estandarizada
(DIE) de la PC y materia seca (MS) del sorgo. Los resultados mostraron que el contenido de PC de
los sorgos fue similar para los sorgos fertilizados normalmente o fertilizados con exceso de
nitrégeno para cada hibrido. Sin embargo, en el sorgo bajo en taninos la relaciéon entre las
fracciones de kafirinas solubles en alcohol (kafirinas 1) y las solubles en alcohol mds un agente
reductor (kafirinas 2) fueron diferentes, siendo mayor la proporcién de kafirinas 2 en el sorgo que
fue fertilizado con exceso de nitrégeno. Los CDI mostraron una menor (P<0.05) DIA y DIE de la PC
del sorgo fertilizado con exceso de nitrogeno. Estos resultados fueron congruentes con el western
blot. La diferencia en digestibilidad ileal del sorgo bajo en taninos se debio a una mayor
proporcién de kafirinas 2 que esta asociado a una mayor cantidad de enlaces disulfuro. El analisis
en conjunto de los tres hibridos la digestibilidad ileal de la MS, EB, asi como la DIAy DIE de la PC
del sorgo con nivel alto en taninos fue menor a la de los sorgos con nivel medio y bajo de taninos.
Los datos muestran la no interaccion entre kafirinas y taninos sobre la digestibilidad ileal de
energia y proteina.

Palabras claves: cerdos, sorgo, digestibilidad, taninos, kafirinas



V.Abstract

Sorghum is characterized by its low protein digestibility, attributed to the presence of tannins.
However, protein digestibility is affected only when tannin concentration is high. In vivo studies
show that protein digestibility decreases when kafirin concentration increases. The aim of this
experiment was to assess the negative effect of kafirins on the ileal digestibility coefficient (IDC) of
sorghum protein in growing pigs. Three sorghum hybrids (low, moderate and high in tannins) were
cultivated, over-fertilizing with nitrogen half of the plot to obtain a single hybrid with different
kafirin concentration. Four Duroc x Landrace pigs, weighing 60 kg and fitted with ileal cannulae,
were used. The analyses run on the diets and the ileal digesta were: crude protein (PC), chromium
concentration, tannin concentration and protein profile. The digesta was also analyzed with
Western blot. Crude protein and dry matter (DM) apparent ileal (AID) and standardized (SID)
digestibility were estimated. Result showed that CP concentration was similar in both normally —
and over-fertilized sorghum hybrids. However, in the low-tannin hybrid, the concentration of type-
2 kafirins was higher than that of type-1 kafirins. The high-kafirin hybrid showed a lower AID and
SID (P<0.05) than the low-tannin variety, results that were consistent with those of the Western
blot. The difference in ileal digestibility was attributed to the higher concentration of disulfide
bonds in the low-tannin hybrid.

Key words: pigs, sorghum, digestibility, tannins, kafirins.
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Introduccidén

El grano de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) es la principal fuente de proteina y energia para
millones de personas en Africa y Asia (Klopfenstein y Hoseney, 1995). La popularidad del grano
estd dada por la posibilidad de producir cosechas razonables en zonas secas y con altas
temperaturas. En México, se destina principalmente para la alimentaciéon de animales (SAGARPA
2009); es un ingrediente tradicional en la alimentacién de cerdos, el cual se combina para lograr
aportes adecuados de energia y aminodacidos, donde el sorgo puede proveer de 30 a 60% del
requerimiento total de aminoacidos en esta especie.

La calidad nutricional de la proteina del sorgo es pobre debido a su baja digestibilidad; el sorgo es
Unico entre lo cereales cultivados en producir grandes cantidades de compuestos fendlicos
(taninos). Se ha observado que la digestibilidad de aminoacidos y el contenido de energia
metabolizable varian inversamente al contenido de taninos (Douglas et al., 1990); sin embargo,
con sorgos bajos en taninos o libres de taninos la baja digestibilidad proteinica aun existe (Elkin et
al.,1996). Estudios in vitro sugieren que las kafirinas (prolaminas del sorgo) son las principales
responsables de la baja digestibilidad del grano del sorgo (Hamaker et al., 1986).

Las kafirinas comprenden 70-80% de la proteina en el grano, haciéndolas el almacén mas
abundante (Hicks et al., 2001). Estas proteinas pueden ser subclasificadas en: a, B y y; el tipo a es
el mas abundante (80%), seguido pory (15%) y B (5%). Las kafirinas son sintetizadas y traslocadas
al lumen del reticulo endopldsmico, donde se agrupan en cuerpos esféricos de proteina (Taylor et
al., 1985).

Imagenes de microscopia electrénica muestran que la y kafirina y en menor proporcién la B
kafirina, encapsulan a la a kafirina la mds abundante y digestible por polimeros unidos por
puentes disulfuro (Shull et al., 1992), lo cual impide su exposicion a las proteasas (Figura 1). El
objetivo del trabajo fue evaluar in vivo si la interaccion kafirinas-taninos influye en los coeficientes
de digestibilidad ileal de la proteina en cerdos en crecimiento.

Figura 1. Esquema de un cuerpo de proteina del sorgo.

13



Il Revisién bibliografica
2.1. Sorgo

El sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] pertenece a la familia Poacea, de la tribu Andropogoneae,
del género Sorghum y de la especie bicolor. Es una planta diploide con 2n=20 cromosomas. Es uno
de los cultivos mas resistentes a sequias y de igual forma al ataque de insectos, pdjaros y hongos
(Serna-Saldivar y Rooney, 1995). El sorgo se origind en Africa hace 3000 a 5000 afios y ahora estd
extendido a través del mundo (Belton y Taylor, 2002); ocupa el quinto lugar de produccién de
cereales en el mundo después de la cebada, arroz, trigo y maiz (USDA., 2009). México es el cuarto
productor después de los Estados Unidos, Nigeria e India y es el segundo cereal mas producido en
el pais después del maiz (USDA, 2009). En México se utiliza principalmente para alimentar
animales (SAGARPA, 2009).

2.1.1. Estructura del grano de sorgo.

El grano es generalmente de forma esférica, mide 4 mm de largo, 2 mm de ancho y 2.5 mm de
grosor; el peso del grano, peso volumétrico y densidad se encuentran en el rango de 25-35 mg,
708-760 kg/m’ y 1.26-1.38 g/cm’, respectivamente (Serna-Saldivar y Rooney, 1995); el grano de
sorgo esta constituido de tres partes, llamadas pericarpio, endospermo y germen (figura 2).

La proporcién relativa de estos componentes varia entre el tipo de sorgo. La variacién esta influida
por factores genéticos y ambientales; sin embargo, en promedio estos componentes constituyen
alrededor de 6%, 84% y 10% del grano del sorgo, respectivamente (Serna-Saldivar y Rooney,
1995).

2.1.1.1. Pericarpio

Es la cobertura externa del grano que estd adherida fuertemente al endospermo y se caracteriza
por tres capas principales: el epicarpio, el mesocarpio y el endocarpio. El epicarpio la capa mas
externa estd revestida generalmente por cera que contiene pigmentos, que determinan el color
del grano (Earp et al., 2004).

2.1.1.2. Testa

Es otro componente del grano (puede estar presente o no); el tejido de la testa esta localizado
debajo del endocarpio puede estar pigmentado. En el sorgo la pigmentacion de esta capa esta
genéticamente controlada por los genes B1-B2 y es indicativa de la presencia de taninos
condensados o proantociandinas (Earp et al., 2004).
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Figura 2. Esquema de grano de sorgo, corte transversal. Adaptado de Rooney y Miller (1982)
2.1.1.3. Endospermo

El endospermo es el tejido del grano rico en almiddn, consiste principalmente de la porcién cérnea
(externa) y la harinosa (central). Se separa del pericarpio y de la testa, si ésta esta presente por
una capa sencilla de células rectangulares Ilamada aleurona, que forma también parte del
endospermo. El endospermo cérneo contiene cuerpos de proteina que existen en una continua
interfase con granulos de almiddn. Este arreglo estructural es compacto y da al endospermo
corneo su apariencia traslicida; el endospermo harinoso o endospermo suave también contiene
cuerpos de proteina y granulos de almiddn, pero en comparacién al endospermo vitreo, el arreglo
es menos compacto, con espacios vacios, lo que le da una apariencia opaca (Serna-Saldivar y
Rooney, 1995).

Existe un gradiente de cuerpos de proteina y granulos de almidén de la periferia al centro del
endospermo, donde la concentracion de granulos de almidén se incrementa hacia el centro,
mientras que la cantidad de cuerpos de proteina disminuye (Rooney y Miller, 1982). Los granulos
de almiddén son esféricos en el endospermo harinoso, pero pequefios y poligonales en el
endospermo vitreo. La proporcién relativa entre el endospermo vitreo y el harinoso varia entre los
tipos de sorgo y estd influida por la genética y factores ambientales (Serna-Saldivar y Rooney,
1995).
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2.1.1.4. Germen

Consiste en el eje embridnico (radicula y plimula) y el escutelom; el germen es rico en lipidos,
proteina y minerales (Serna-Saldivar y Rooney, 1995).

2.1.2. Composicion quimica
2.1.2.1 Almiddn

El almiddn es el mayor componente del grano (75-79%). Como en otros cereales, el almiddn del
sorgo contiene dos tipos de moléculas que se encuentran almacenadas en los granulos: amilosa,
que es un polimero lineal y amilopectina, que es un polimero altamente ramificado (Figura 3).
Estas moléculas representan aproximadamente 22-30% y 70% respectivamente del almiddn
(Serna-Saldivar y Rooney 1995). Los sorgos cerosos contienen una pequeia cantidad
(aproximadamente 5 %) o no contienen amilosa (Serna-Saldivar y Rooney 1995).

Figura 3.(A).- Amilosa, molécula lineal compuesta por D-glucosas con enlaces a 1,4 (B).-
Amilopectina, polimero con enlaces a 1,4 y puntos de ramificaciéon con enlaces a 1,6.

Tipicamente la amilosa tiene una estructura helicoidal hecha por residuos de glucosa unidos por
enlaces a 1,4, mientras que la amilopectina consiste en cadenas lineales cortas con enlaces a 1,4y
ramificadas con enlaces a 1,6. Cagampang and Kierls (1984) sefalan que el contenido de amilosa
esta correlacionado positivamente con la dureza del endospermo.

16



2.1.2.2 Proteina

La proteina es el segundo mayor componente del sorgo, con una gran variacion, entre 5.2y 12 %
del grano (Serna-Saldivar y Rooney 1995; Ramirez et al., 2005). Tiene un bajo contenido de lisina
con relacién al maiz (Ward y Southern, 1995). La composicion de los aminoacidos del sorgo se
muestra en cuadro 1. Taylor y Schiissler (1986) indican que aproximadamente 80, 16, y 3% del
total de la proteina del sorgo se encuentra en el endospermo, germen vy pericarpio,

respectivamente.

Aminodcido % Aminodacidos en proteina cruda

Valor medio  Min. Max.

Met 0.17 0.12 0.24
Cis 0.17 0.12 0.23
Lis 0.22 0.16 0.29
Tre 0.31 0.23 0.42
Trp 0.10 0.08 0.15
Arg 0.38 0.29 0.49
lle 0.37 0.24 0.52
Leu 1.21 0.79 1.77
Val 0.46 0.32 0.64
His 0.23 0.16 0.30
Fen 0.49 0.30 0.74
Tir 0.35 0.23 0.49
Gli 0.32 0.24 0.46
Ser 0.42 0.28 0.58
Pro 0.77 0.51 1.12
Ala 0.82 0.54 1.21
Asp 0.67 0.48 0.94
Glu 1.84 1.22 2.73

Cuadro 1.- Concentracion de aminoacidos en la proteina del sorgo. Todos los valores se obtuvieron
a partir de un tamafio de muestra n=115 a excepcién de Trp(n=80), His(n=90), Fen(n=91) Tir

2.1.2.3. Lipidos

El grano de sorgo contiene 2.5-5.0% de aceite (Hoseney, 1994), encontrandose 76%, 13% y 11%
del total en el germen, endospermo y pericarpo, respectivamente (Serna-Saldivar y Rooney ,1995).
El sorgo contiene lipidos polares, no polares y lipidos no saponificables (no sufren hidrdlisis

(n=32). Adaptado de AminoDat 1.0.
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alcalina). Los lipidos no polares o neutrales son los mas abundantes, representando alrededor de
93% del contenido total de lipidos (Serna-Saldivar y Rooney, 1995), en la composicidon de acidos
grasos domina los acidos grasos linoleico, oleico y palmitico, representando 49%, 31% y 14%,
respectivamente, del total de &4cidos grasos (Osman et al., 2000). Su estructura molecular
insaturada los hace propensos a la oxidacidon (Eskin y Przybylski, 2001).

2.1.2.4. Fibra

La fibra del sorgo se encuentra en el pericarpio y en las paredes celulares del endospermo vy
consiste principalmente de celulosa (FAO, 1999) y glucuronoarabinoxilanos respectivamente
(Verbruggen, 1993). También contiene B-glucanos, lignina, pectinas y gomas (Hoseney, 1994). El
grano contiene 3.7 a 7.9% de fibra insoluble y 1.1 al 1.23% de fibra soluble (Serna-Saldivar y
Rooney, 1995).

2.1.2.5. Minerales

El contenido mineral del sorgo es altamente variable, dependiendo del medio y de la genética
(FAO, 1999). Los minerales se concentran en el pericarpio, el germen y la aleurona (Serna-Saldivar
y Rooney, 1995). La cenizas representan en promedio 1.47 % del grano (INRA-AFZ). Y estan
compuestas principalmente de sales de fésforo y de calcio. El acido fitico se encuentra en el
germen y en la aleurona (Serna-Saldivar y Rooney, 1995).

2.2. Digestibilidad

El uso efectivo de las materias primas requiere conocer su valor nutritivo, el cual corresponde a su
aporte de nutrientes al organismo, por lo que se requiere conocer, ademds de la composicidn
quimica, su digestibilidad.

La digestibilidad puede determinarse a nivel fecal o a nivel ileal; la primera es importante para
energia y minerales y la segunda, para aminodacidos, ya que los aminodcidos se absorben solo en el
intestino delgado (Sauer y Ozimek, 1986).

Las mediciones de digestibilidad de aminodacidos se basan en la desaparicién de aminoacidos del
tracto digestivo; sin embargo, estas mediciones no indican la degradaciéon neta o sintesis de
aminodcidos en el lumen intestinal o la forma en que los aminoacidos se absorben. Esto es: la
fermentacién microbiana en el lumen del intestino delgado contribuye a la degradacién o sintesis
neta de aminoacidos vy, por ejemplo, cuando las materias primas son tratadas con calor, algunos
aminodcidos, como la lisina, se presentan en diferentes formas quimicas como productos de la
reaccién de Maillard. Estos productos que pueden ser absorbidos, pero no son utilizados para la
sintesis de proteina (Moughan y Rutherfurd, 1996); asi, la digestibilidad calculada sobrestima la
disponibilidad de los aminodcidos.
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La digestibilidad de los aminoacidos refleja la hidrdlisis enzimatica y la fermentacién microbiana de
las proteinas y péptidos consumidos y la absorcion de aminodcidos y péptidos del lumen
gastrointestinal. Los procesos de digestion, fermentacién y absorcién involucran nutrientes que
son de origen dietario o de secreciones endégenas en el tracto gastrointestinal (Fuller, 2003). Asi,
la digestibilidad es usada como un indicador de la disponibilidad de aminodcidos; es,
esencialmente, una medicién de la susceptibilidad de la proteina a la hidrélisis. Una proteina con
una alta digestibilidad es potencialmente mas nutritiva que una proteina con baja digestibilidad
porque puede proveer de mas aminoacidos para su absorcidn (Duodu et al., 2003).

Para la determinacidon de los coeficientes de digestibilidad ileal hay varios procedimientos
quirargicos posibles, que permiten la recoleccidn rutinaria de muestras en los cerdos. Entre éstos
se encuentran las técnicas de fistulacion e implantacién de una canula simple en “T”, re entrante,
post valvular ileo — célica y en “T” post valvular cecal (Nissen, 1992) y las técnicas de anastomosis
ileo — rectal (Bengala et al., 1988). La mas comunmente usada es la fistulacién e implantacion de
una canula simple en “T”, debido a que es el procedimiento menos invasivo y no involucra la
remocion de segmentos del intestino grueso (Reis de Souza et al., 2000); sin embargo a diferencia
de la anastomosis ileo-rectal, que permite la recoleccién completa de la digesta ileal, solo puede
recolectarse una porcién de digesta. Por lo tanto es necesaria la inclusion de un marcador
indigestible en la dieta. El sesquidxido de cromo y el didxido de titanio son los dos marcadores mds
comunmente usados (Stein et al., 2007).

2.2.1. Pérdidas de aminodacidos enddgenos ileales.

Los valores de digestibilidad de los aminoacidos pueden ser expresados como aparentes,
estandarizados o verdaderos, dependiendo de como se considere la pérdida de aminoacidos
enddgenos en la medicidn de digestibilidad (Stein et al., 2007).

Las pérdidas de aminoacidos enddgenos ileales representan los aminodcidos que estan presentes
en las proteinas que son sintetizadas enddégenamente, son secretadas al lumen intestinal del
cerdo y que no son digeridas y reabsorbidas antes de alcanzar la parte distal del ileon.
Mucoproteinas, células descamadas, albumina sérica, enzimas digestivas, amidas y pelo ingerido
contribuyen a las pérdidas de aminoacidos enddgenos ileales (Nyachoti et al., 1997). Aunque
estrictamente no es proteina enddgena, la proteina bacteriana también se incluye en la medicion
de proteina enddgena ileal.

Las pérdidas de aminoacidos enddgenos ileales pueden dividirse en dos componentes principales,
las pérdidas basales y las especificas (Seve y Henry, 1996; Nyachoti et al., 1997; Jansman et al.,
2002). La pérdida basal, anteriormente referida como pérdida no especifica o pérdidas
independientes de la dieta, representa las cantidades minimas de aminodcidos que el animal
inevitablemente pierde. Estas pérdidas se atribuyen al funcionamiento normal del tracto
gastrointestinal. Las pérdidas basales se expresan en proporcion de la materia seca ingerida
(Jansman et al., 2002).
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Las pérdidas enddgenas especificas, estan influidas por la composicion de los ingredientes en la
dieta, como contenido y tipo de fibra y factores antinutricionales (Schulze et al.,1995). Cuando se
alimenta con proteinas purificadas (caseina o proteina de huevo), las cuales son altamente
digestibles, las pérdidas enddgenas especificas son minimas; en contraste, si se alimenta con
ingredientes con fibra o factores antinutricionales, las pérdidas especificas pueden contribuir con
mas del 50% del total de las pérdidas de aminoacidos enddgenos a nivel ileal (Souffrant, 1991;
Moughan, 2003).

Los métodos convencionales para cuantificar las pérdidas de aminodcidos enddgenos basales
incluyen: a) alimentacidon con una dieta libre de proteina; b) alimentacién con una proteina
purificada altamente digestible; c) la técnica de alimentacion péptidica y d) la técnica de regresion
(Stein et al, 2007). No hay procedimientos de rutina disponibles para determinar las pérdidas
especificas en cerdos; sin embargo, es posible calcularlas estimando el total de pérdidas
endogenas de aminodcidos (pérdidas especificas mas basales) y después restar las pérdidas
basales. Los procedimientos usados para estimar el total de pérdidas enddgenas de animales
incluye a la técnica de homoarginina (Hagemeister y Ebersdobler, 1985; Rutherfurd y Moughan,
1990) y la técnica de dilucidn isotdpica (Krawielitzki et al., 1977; Simon et al., 1987; de Lange et al.,
1990).

2.2.2. Digestibilidad ileal aparente.

La digestibilidad ileal aparente (DIA) de aminodcidos se definide como la desaparicion de los
aminodcidos ingeridos del tracto digestivo proximal al ileon distal. Los valores para DIA se calculan
de acuerdo con la ecuacion [1]:

DIA, %=[(aminodacidos consumidos-aminoacidos excretados a nivel ileal)/aminoacidos consumidos]
x 100 (1]

La palabra aparente se usa para enfatizar que los aminodacidos dietarios no digeridos y los
aminodcidos de origen endégeno, que son secretados en el tracto gastrointestinal y no son
reabsorbidos, contribuyen al total de la excrecién ileal de aminoacidos. Si se ocupan marcadores
para calcular valores de digestibilidad, las concentraciones del marcador en el alimento y la
digesta son usados para calcular la DIA de acuerdo con la ecuacién. [2]:

DIA, %= [(aminoacidos digesta/aminoacidos dieta) x (M dieta/M digesta)] x100  [2]

Donde, los aminoacidos digesta y aminoacidos dieta representan la concentracién de aminodcidos
en g/kg de MS en la digesta y la dieta, respectivamente, y M dieta y M digesta representa las
concentraciones del marcador en g/kg de MS en la dieta y la digesta, respectivamente. La DIA
carece de aditividad en la formulacidn de dietas con mezcla de ingredientes. Esto se atribuye en
gran parte, al efecto del nivel de aminoacidos dietarios en los valores de DIA (Furuya y Kaji, 1991;
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Donkoh y Moughan, 1994; Fan et al., 1994; Figura 4) y a la relativa contribucién de los
aminodacidos enddgenos al total de aminodcidos en la excrecién ileal.

2.2.3. Digestibilidad ileal verdadera de aminodcidos

La digestibilidad ileal verdadera de aminodacidos (DIV) refleja la proporcién de aminodcidos
dietarios que desaparece del tracto digestivo proximal al ileon distal. En este caso, Unicamente los
aminodcidos dietarios no digeridos, y no las pérdidas de aminoacidos enddgenos ileales son
relacionados con los aminodcidos consumidos. La DIV se calcula de la misma forma que la DIA con
la excepcidn de que el total de pérdidas de aminodcidos enddgenos ileales se resta de la excrecion
ileal total de aminoécidos, de acuerdo con la ecuacion [3]:

DIV, % = {[ aminodcidos consumidos — (excrecidn ileal de aminodcidos- total de pérdidas de
aminoacidos enddgenos ileales)]/aminoacidos consumidos} x 100 [3]

Figura 4. Influencia de los aminodacidos dietarios sobre los valores de digestibilidad aparente
estandarizada y verdadera de aminodcidos. (Adaptado de Krawielitzki et al. (1977) y Fan et al.
(1994).
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Si la DIA de aminodcidos ya se ha calculado, la DIV se puede estimar mas facilmente de acuerdo
con la ecuacién [4].

DIV, % = DIA + [(total de pérdidas de aminoacidos enddgenos ileales/aminoacidos en la dieta) X
100]. (4]

2.2.4. Digestibilidad ileal estandarizada de aminodcidos

Como una alternativa a la DIV, puede calcularse la digestibilidad ileal estandarizada de
aminodcidos (DIS) (Jondreville et al., 1995; Mosenthin et al., 2000; Jansman et al., 2002), usando
las pérdidas de aminoacidos enddgenos basales, que se restan a la excrecién ileal de aminodacidos,
de acuerdo con la ecuacion [5]:

DIS, % = {[aminoacidos consumidos — (excrecidn ileal de aminoacidos — las pérdidas de
aminoacidos enddgenos basales)]/aminoacidos consumidos} X 100 [5]

Si los valores de DIA ya se han calculado, entonces DIS puede estimarse de acuerdo con la
ecuacion[6]:

DIS, %=DIA + [(pérdidas de aminoacidos enddgenos basales / aminoacidos en la dieta) x 100]  [6]

La principal ventaja para usar DIS en comparacién con DIA y DIV, es su mayor aditividad en dietas
mixtas (Stein et al., 2005).

2.3. Taninos

El término tanino proviene de la antigua palabra celta que se usaba para nombrar al roble, fuente
tipica de taninos, y hace referencia a la tecnologia tradicional “Tanning” que se usa en el proceso
de transformar la piel de los animales en cuero usando extractos de plantas de diferentes
especies.

Los taninos son un grupo de metabolitos fendlicos, con pesos moleculares entre 500 y 30000 Da,
qgue estan ampliamente distribuidos en las plantas. El sorgo, es Unico entre los cereales cultivados
por producir grandes cantidades de compuestos fendlicos (Elkin et al., 1996), con una amplia
variedad de efectos bioldgicos. Se ha observado que la digestibilidad de aminodcidos y el
contenido de energia metabolizable varian inversamente al contenido de taninos (Rostagno et al.,
1973; Nelson et al., 1975; Kirby et al., 1983; Mitaru et al., 1983, 1985; Banda-Nyirenda et al., 1987,
Douglas et al., 1990).

Los taninos se pueden clasificar en taninos condensados y taninos hidrolizables, que son los dos
principales grupos de estos compuestos bioactivos. Los taninos condensados son polimeros de
flavonoides y los taninos hidrolizables son polimeros de acido galico esterificado a una molécula
comunmente de glucosa o de un polifenol, como una catequina (Figura 5). Los taninos forman
complejos tanino-proteina indigestibles, que involucran uniones de hidrégeno y asociaciones
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hidrofdbicas no polares (Butler et al., 1984). En la formacién del complejo los taninos modifican la
conformacién de la proteina y limitan o evitan el acceso de las enzimas; posterior a la formacidn
del complejo, este puede precipitarse debido al gran tamafio de los taninos. Sin embargo esta
precipitacién puede no ser la causa de la reduccidn en la digestibilidad, ya que la desnaturalizacion
de la proteina (en ocasiones caracterizada por la precipitacion de la proteina) mejora la digestién
proteica (Duodu et al., 2003).

Figura 5. Estructura de tanino hidrolizable y tanino condensado (Adaptado de Hagerman, 2002).

Los taninos también son capaces de inhibir la actividad enzimatica total o especifica a nivel del
duodeno de tripsina (Horigome et al., 1988; Al-Mamary et al., 2001), amilasa (Horigome et al.,
1988; Al-Mamary et al., 2001) y lipasa (Al-Mamary et al., 2001); a nivel de yeyuno, de tripsina,
amilasa y lipasa (Horigome et al., 1988), y a nivel de ileon de, tripsina (Horigome et al., 1988;
Jansman et al., 1994) y amilasa (Horigome et al., 1988). La baja digestibilidad ileal de la proteina
del sorgo puede afectar la digestibilidad ileal del almidén, ya que la proteina funciona como
barrera que evita la gelatinizacién del almidon (Chandrashekar y Kirleis, 1988), lo que afecta
negativamente su digestidn. Los flavonoides no tienen la capacidad de formar complejos con las
proteinas (Emmambux y Taylor, 2003) y aunque los acidos fendlicos si la tienen, no se ha
encontrado evidencia de que reduzcan su digestibilidad (Duodu et al., 2003).

Se considera que los taninos participan en la defensa de las plantas, porque hacen a sus tejidos
inapetecibles no nutritivos e inaceptables como fuente de alimento (Nahrstedt 1989). Ante la
presencia de taninos en la dieta, la primera linea de defensa es la secrecion en la saliva de una
proteina acida rica en prolina (PRP) (Jansman, 1993), la cual contiene 40% de prolina y 20% de
glicina (Mehansho et al., 1985), y que puede llegar a representar 70% de la proteina total de la
saliva; debido a que los taninos tienen una particular preferencia por unirse al aminodcido prolina
(Hagerman y Butler, 1981; Mitaru et al., 1984; Charlton et al., 2002). Se explica la baja
digestibilidad de la prolina y la glicina, lo cual se observa en sorgos altos en taninos, incluso
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llegdndose a obtener una digestibilidad ileal aparente negativa en el caso de prolina (Mariscal-
Landin et al., 2004). Los efectos bioldgicos dependen del grado de polimerizacién y solubilizacion.

2.4. Kafirinas

Las proteinas del sorgo se clasifican con base en su solubilidad en diferentes disolventes en:
albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en sal), kafirinas 1 (solubles en alcohol),
kafirinas 2 (alcohol + un agente soluble reductor) y glutelinas (detergente + agente reductor en un
pH alcalino) y un residuo de proteina estructural no extraible (Landry y Moureaux, 1970;
Jambunathan y Mertz., 1973).

Las kafirinas (prolaminas del sorgo) comprenden 70-80% de la proteina en el grano, haciéndolas el
almacén mas abundante. Su contenido depende de factores genéticos y agrondmicos (Hicks et al.,
2001), siendo particularmente sensibles a la disponibilidad de nitrégeno (Banda-Nyirenda et al.,
1987). Las kafirinas son sintetizadas y traslocadas al lumen del reticulo endoplasmico donde se
forman los cuerpos de proteina (Taylor et al., 1985). Son deficientes en lisina, treonina y triptéfano
y ricas en leucina, prolina y acido glutdmico (Shewry et al., 1995; Duodu et al., 2003).

Las kafirinas pueden subclasificarse en o, B y y con base en su peso molecular, extractibilidad,
estructura y reacciones cruzadas contra anticuerpos de zeinas (Cuadro 2) (Shull et al.,, 1991;
Mazhar et al.,, 1995; Belton et al.,, 2006). Las kafirinas el tipo a son el principal almacén de
proteina, abarcando 80% del total de las kafirinas le sigen las kafirinas y (15%) y las B (5%).
Recientemente se dilucidd la secuencia de DNA para la 6-kafirina que tiene una alta homologia con
la 6-zeina excepto por una regién rica en metionina (lzquierdo y Godwin, 2005; Belton et al.,
2006).
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Cuadro 2. Clasificacion de las kafirinas.

Tipo % Peso No. De Composicidn Comportamiento  Disolvente
Kafirina Total molecular  residuos de de de de
aminoacidos aminoacidos polimerizaciéon extraccion
a 80 23y 25 240-250 Rica en Mondmeros, 50-90%
aminoacidos Oligémero terbutanol

no polares, no  y polimeros.
Lys, un trp, 10

bloques de
aminoacidos
repetidos
B 7-9 12y 15 172 Ricoen Mety = Mondmerosy 30-80%
Cys, dos Trp polimeros terbutanol
Y 9-12 28.3 193 Ricos en Oligémeros y Agua +
Pro,Cys, His. polimeros agente
No Lys, Asn, reductor o
Asp, Trp. terbutanol +
Cuatro agente
repeticiones reductor
(consenso
PPPVHL
) 12.9 114 Rica en Met,
no Lysy un
Trp

Basado en El Nour et al. (1988), de Barros et al. (1991), Shull et al. (1991), Leite et al. (1999)y
Chamba et al. (2005)

2.4.1. Efecto de las kafirinas en la digestibilidad proteica del sorgo

Un estudio realizado en Latinoamérica, en humanos, con cereales cocinados mostré una
digestibilidad aparente de la proteina del sorgo de solo 46%, mientras que valores de 81, 73 y 66%
se observaron con trigo, maiz y arroz, respectivamente (MacLean et al., 1981). Estudios in vitro
(Axtell et al., 1981) confirmaron que en el sorgo cocinado, la digestibilidad disminuia
sustancialmente; posteriormente, un estudio de digestibilidad in vitro con el uso de 2-
mercaptoetanol incrementé la digestibilidad significativamente (Cuadro 3), casi al nivel de otros
cereales. Se observd que al cocer el sorgo en presencia de 2-mercaptoetanol se incrementaba la
digestibilidad proteica 25%, mientras que el incremento para el maiz con el mismo tratamiento era
solo de 5 % y en la cebada, el arroz y el trigo ese tratamiento no tenia un efecto significativo
(Hamaker et al., 1986).

El aumento mejora en la digestibilidad ocurria también en el sorgo sin cocinar, lo cual permitié
postular que la adicién de agentes reductores rompian los puentes disulfuro formados por
cisteina, lo que impedia la accién enzimatica, y que estos se incrementaban con la coccidn
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(Hamaker et al., 1987). Algunos resultados muestran que el sorgo es mas rico en las kafirinas
solubles en alcohol mas un agente reductor que en las kafirinas que son solubles sélo en alcohol
(Hamaker et al., 1986; Jambunathan y Mertz, 1973; Guiragossian et al., 1978; Vivas et al., 1992;
Hamaker et al., 1995), lo cual es opuesto al caso de las zeinas (prolaminas del maiz). Emmambux y
Taylor (2009) mostraron en un gel de poliacrilamida que las kafirinas polimerizan mas que las
zeinas cuando los granos son cocinados, es decir son mas abundantes las zeinas solubles solo en
alcohol (Hamaker et al., 1986, 1995; Vivas et al., 1992; Landry y Moureaux, 1980). La coccién del
sorgo hace menos solubles a las kafirinas y se incrementan en proporcion las solubles en alcohol
mas un agente reductor (Hamaker et al.,, 1986), lo cual sugiere una potencial relacién entre
solubilidad de las kafirinas y su digestibilidad. Algunos resultados muestran que las kafirinas son
las ultimas proteinas en ser digeridas in vitro. (Hamaker etal., 1986; Bach Knudsen y Munck, 1985;
Duodu et al., 2002).

En imagenes de escaneo de microscopia electrdnica de los cuerpos de proteina tras la digestion in
vitro con pepsina, se observaron amplias perforaciones en los cuerpos de las proteinas del sorgo
no cocido, mientras que los cuerpos de proteinas de sorgo cocinado continuaban lisas en
apariencia, por lo que su digestion fue mas larga (Rom et al., 1992). Estudios inmunocitoquimicos
con el uso de anticuerpos policlonales de conejo contra las kafirinas a, B y y mostraron una
diferente ubicacion de estas en el cuerpo de la proteina (Shull et al., 1992). Imagenes de
microscopia electrénica de la estructura interna del cuerpo de la proteina muestran que la y
kafirina y, en menor proporcion, la B kafirina encapsulan a la a kafirina (la mas abundante y
digestible) por medio de polimeros unidos por puentes disulfuro, lo cual impide su exposicion a
las proteasas. Ya que las kafirinas B y y contienen cantidades significativas de cisteina (5 y 7 mol%,
respectivamente) (Shull et al., 1992). Cocinar reduce la digestibilidad por efecto de un cambio
conformacional en las proteinas, lo que puede facilitar la formacién de puentes disulfuro. (Axtell et
al., 1981; Hamaker et al., 1987; Oria et al., 1995; Duodu et al., 2002, 2003).

Cuadro 3. Digestibilidad de sorgos in vitro.

Grano Tratamiento Digestibilidad in vitro
Sorgo libre de taninos* Sin cocinar 88.6-93.0
Cocinado 45.3-56.7
Sorgo libre de taninos** Sin cocinar 80.7
Cocinado 64.8
Sorgo libre de taninos*** Sin cocinar 79
Cocinado 58
Sin cocinar + AR 96
Cocinado + AR 79

*Axtell et al., 1981; **Hamaker et al., 1986; *** Rom et al., 1992
AR =Agente reductor.
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Oria et al. (2000) encontraron una alta digestibilidad proteica in vitro en un sorgo mutante
cocinado y sin cocinar; las microfotografias de microscopio electrénico de transmisién revelaron
gue los cuerpos de proteina tenian un microestructura unica, de forma irregular y con numerosas
invaginaciones, que frecuentemente alcanzaban el drea central del cuerpo de la proteina, mientras
qgue en el sorgo de un cultivo normal con una digestibilidad 2.5 veces mas lenta, el cuerpo de la
proteina era esférico y no contenia invaginaciones. Los resultados de inmunohistoquimica
mostraron una localizacién relativa de las kafirinas a y B similar en los cuerpos de proteina del
sorgo mutante y del normal, sin embargo, la y kafirina se concentraba en la base de los dobleces
en lugar de la periferia del cuerpo de la proteina, como es tipico en los cultivos normales, lo que
indicaba la no formacidn de puentes disulfuro en la periferia. Asi, existia una mayor accesibilidad
de las enzimas digestivas a la a kafirina, el principal almacén de proteina, ademas de que se
incrementa el area de superficie.

El descubrimiento de este cultivo de sorgo con alta digestibilidad proteica in vitro, que podia ser
comparable o superior a la de otros cereales ofrecia una alternativa o complemento para la dieta
de cerdos y aves Elkin et al (2002) evaluaron el sorgo descrito por Oria et al (2000) en pollos de
engorda, con la hipdtesis de que el sorgo mutante altamente digestible seria capaz de permitir el
desarrollo de pollos de engorda igual que el maiz y de otros sorgos a niveles éptimos de PC en la
dieta . Sin embargo, pese a encontrar una elevada digestibilidad ileal verdadera de aminodcidos en
el sorgo mutante, la hipdtesis fue rechazada debido a una pobre conversidon alimenticia en
comparacién con las aves alimentadas con maiz y sorgos normales. Elkin et al (2002) indican que
estos resultados probablemente estan involucrados con el componente energético del grano, ya
que este sorgo mutante posee menos almidon debido a su mayor proporcion de endospermo
vitreo, en comparacién con los sorgos normales ocupados, 58 vs 66%, respectivamente.

2.4.2. Kafirinas y dureza del grano

En el sorgo los términos dureza, fuerza y vitrosidad son utilizados como sindnimos, pese a no
tratarse de los mismos fendmenos y no entenderse claramente su relacién a nivel bioquimico
(Chandrashekar et al., 1999). El término aqui ocupado sera dureza para referirse a la habilidad del
grano para resistir a fuerzas aplicadas sobre él sin ceder o fracturarse. En el sorgo hay una
correlacién directa entre la proporcion del endospermo vitreo y el harinoso. Los granos duros son
ricos en endospermo vitreo y producen particulas grandes en relacion con los suaves (Kirleis et al.,
1984).

En el sorgo, se ha mostrado que los granos duros contienen mas kafirinas totales que los granos
suaves (Cagampan et al.,, 1984; Chandrashekar y Kirleis, 1988, Shull et al., 1990). Al ser
cuantificadas por ELISA, los niveles de las kafirinas a, B y y son altas en el grano con endospermo
duro; la cantidad de y kafirina es particularmente alta en los granos duros y en las porciones
externas traslucidas del endospermo, comparado con las porciones externas traslucidas de granos
suaves (Chandrashekar y Mazhart, 1999).
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Es evidente que las kafirinas son un factor importante en la dureza del grano, y la analogia
ocupada por Chandrashekar (1999) es apropiada: las a Kafirinas son los ladrillos y las y kafirinas
son el cemento. La dureza afecta varios aspectos del procesamiento del cereal (Cagampan et al.,
1984) y le da resistencia al ataque de hongos (Sunitha et al., 1992) y de insectos (Chandrashekar y
Mazhart, 1999).

2.4.3. Efecto de las kafirinas en la digestibilidad del almidén del sorgo

El almiddn es el almacén de polisacaridos de las plantas superiores y la principal fuente de energia
para los animales. Como caracteristica los cereales tienen poca cantidad de proteina en relacién
con el almidén (Rooney y Pflugfelder, 1986). En el caso del sorgo, éste tiene en promedio 9.40%
de proteina contra 64.10 % de almiddn (INRA-AFZ). En el endospermo, los granulos de almidén vy el
cuerpo de las proteinas se encuentran en una estrecha relacién; los granulos de almidén estdn
rodeados por numerosos cuerpos de proteina (Seckinger y Wolf, 1973; Watson, 1984; Shull et al.,
1990).

Como previamente se ha descrito, la y kafirina y en menor cantidad, la B kafirina encapsulan a la
mas abundante y digestible a kafirina. En el endospermo cérneo la y y B kafirinas ademas forman
puentes disulfuro con las proteinas no kafirinas (albumina, globulina y glutelina) conformando
una matriz que rodea a los granulos de almiddn. Esta matriz proteica parece funcionar como una
barrera para la gelatinizacién del almiddn y su digestion. Asi, las proteinas afectan las propiedades
funcionales del almiddn, como la gelatinizacion y la tasa de digestion (Chandrashekar y Kirleis,
1988; Duodu et al., 2002; Ezeogu et al., 2005, 2008).

La particularidad de la formaciéon de la matriz proteica y su interaccion con el almidén es clave en
la calidad nutritiva del sorgo. El tratamiento con pronasa, que hidroliza la matriz proteica,
incrementa significativamente la tasa de hidrdlisis de almiddn in vitro, debido al incremento en el
area de superficie de contacto del almidén con la amiloglucosidasa (Rooney y Miller, 1982; Rooney
y Pflugfelder, 1986). Granos de sorgo ricos en kafirinas y mayor cantidad de puentes desulfuro,
muestran una menor capacidad de gelatinizacion (Chandrashekar y Kirleis, 1988; Ezeogu et al.,
2005, 2008). El uso de agentes reductores, que rompen los puentes disulfuro de la matriz proteica,
incrementan el grado de la gelatinizacién del almidén y su digestion (Zhang y Hamaker, 1998;
Elkhalifa et al., 1999; Ezeogu et al., 2005, 2008).
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1. Justificacion.

Diversos estudios in vitro muestran que las kafirinas afectan negativamente la digestibilidad de
proteina y energia sin embargo esto no ha sido evaluado in vivo asi como su posible interaccion
con los taninos por lo que resulta de interés determinar este efecto in vivo.
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IV. Material y métodos

El experimento se realizd en la unidad metabdlica de la granja experimental del Centro Nacional
de Investigacién Disciplinaria en Fisiologia Animal del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias ubicada en Coldn, Ajuchitldn, Querétaro. El trabajo respetd los
lineamientos de la norma oficial mexicana para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio (Diario Oficial, 2001).

4.1. Animales

Se utilizaron 12 cerdos hibridos Duroc x Landrace, machos castrados, con un peso de 60 kg, a los
cuales se les implantd una canula simple en "T" (Figura 6) en el ileon terminal, con la siguiente
metodologia: a los cerdos se les indujo la anestesia con Azaperona (400 mg/10 kg de peso por via
intramuscular); una vez tranquilizados, los cerdos se rasuraron en el flanco derecho v,
posteriormente, se anestesiaron con Enfluorano, aplicado a razén de 400ml/5.5 | de oxigeno por
minuto (Figura 7).

Figura 6. Canula simple en “T”. A: Cuerpo con alas en semicirculo, B: Rondana, C: Embolo y D:
Tapon.
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Figura 7. Cerdo con anestesia inhalada (Enfrane 400ml/5.5 | de O/min).c

Una vez anestesiados, la zona quirurgica (flanco derecho) se lavd con jabdn quirdrgico y se
desinfectd con solucion yodada. Se realizd una incisidn en el ijar derecho; cada uno de los planos
musculares (musculo oblicuo externo, oblicuo interno y transverso abdominal) se disecciond sin
cortar sus fibras, Unicamente separdandolas con la apertura de unas tijeras de punta romay, en un
segundo tiempo, con las yemas de los dedos; esto dio como resultado una incision con una
direccion diferente en cada plano anatdmico, lo que permitié soportar mejor el peso de las
visceras y una cicatrizacién mas rapida del tejido.

Se realizé una incisién dorso-ventral en el periténeo; ya en cavidad abdominal se localizd el
intestino grueso por su color mas oscuro y menos rosado que el del intestino delgado, se localizé
el ligamento ileo-cecal (Figura 8) el cual sirvio de referencia para desplazarse alrededor de 10 cm

,

hacia la porcién ventral del intestino. El ileon se incidid longitudinalmente, se colocé vy fijé la
canula, lo cual se hizo primero por puntos separados y, posteriormente, con una sutura en jareta.
Para exteriorizar la canula se realizd una segunda incisiéon en la parte superior del ijar derecho

(Figura 9). Finalmente se suturaron los planos quirdrgicos (Reis de Souza et al., 2000).

Figura 8. Presentacion del ligamento ileocecal.
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Figura 9. Exteriorizacién de la canula a través de la segunda incision.

Después de la cirugia los cerdos se alojaron individualmente en jaulas metabdlicas localizadas en
un corral con temperatura controlada a 19 + 2 °C. En el periodo post quirurgico de 21 dias, los
cerdos se alimentaron dos veces al dia (09:00 h y 16:00 h); la cantidad de alimento se incrementé
diariamente hasta que los animales alcanzaron el nivel de consumo previo a la cirugia. Durante el
periodo experimental los cerdos recibieron 2.5 veces su requerimiento de ED de mantenimiento,
el cual se estimé en 460 MJ de ED por kg de PV®”* (INRA, 1984). El agua se proporciond a libertad a
través de un bebedero de chupdn, localizado en una pared de la jaula metabdlica. Al final del
periodo experimental los cerdos se sacrificaron utilizando CO,, lo que permitié verificar la ausencia
de fistulas a nivel de intestino delgado que invalidara las mediciones de digestibilidad.

4.2. Tratamientos

Se produjeron tres hibridos de sorgo, uno con una concentracién baja de taninos (<0.5%), uno con
una concentracién media de taninos (0.5 a 1.5%) y uno con una concentracion alta de taninos
(>4%). Con base en estudios previos (Mariscal-Landin et al., 2004) se eligieron los siguientes
hibridos: sorgo bajo en taninos (5300 R ABT), sorgo con contenido medio de taninos (Dekalb D-66)
y sorgo alto en taninos (Pioneer 81G67). La mitad de la parcela de cada hibrido se fertilizd
normalmente (42.5 kg de urea/Ha) y la otra mitad con exceso de nitrégeno (58.8 kg de urea/Ha)
para incrementar el contenido de proteina del grano de sorgo. Con este manejo se conto con tres
pares de combinaciones, que fueron los tratamientos (Figura 10).
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Sorgo con nivel Sorgo con nivel Sorgo con nivel
bajo en taninos medio en taninos alto en taninos

|

Fertilizacion con exceso de nitrégeno

A 4 \l‘ v

Fertilizado Fertilizado Fertilizado
normalmente normalmente normalmente

Fertilizado con Fertilizado con Fertilizado con

exceso de nitrégeno exceso de nitrégeno exceso de nitrégeno

Figura 10. Manejo para obtener los 6 tratamientos ocupados en el experimento.
4.3. Dietas

Las dietas de los tratamientos experimentales se elaboraron con base en sorgo como unica fuente
de proteina. Todas las dietas contenian aceite de maiz, carbonato de calcio, ortofosfato, sal y
premezcla de vitaminas y minerales. El aceite de maiz se incluyd a razén de 40 g kg™ de alimento
con el objeto de reducir el polvo de las dietas. Las vitaminas y minerales se adicionaron para
proporcionar o exceder los requerimientos recomendados por el NRC (1998). Se incluyd
sesquioxido de cromo a razén de 3 g kg™ como marcador de digestibilidad (Cuadro 4). El perodo
experimental tuvo una duraciéon de siete dias: cinco de adaptacion a la dieta y dos de colecta ileal
(Figura 11).
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Cuadro 4. Composicion porcentual de las dietas ocupadas en el experimento.

Tratamiento

Ingrediente A B C D E F

Sorgo 94.3 94.6 93.0 94.6 94.6 93.3
Almidon 0.3 0.0 1.6 0.0 0.0 1.3
Premezcla de minerales® 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Premezcla de vitaminas® 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Aceite 2.8 2.8 2.8 2.8 2.8 2.8
Sal 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Fosfato Bicalcico 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
Carbonato de Ca 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
Sesquidxido de cromo 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Tratamientos: A= Sorgo con nivel bajo de taninos fertilizado normalmente; B= Sorgo con nivel bajo
de taninos fertilizado con exceso de nitrégeno; C= Sorgo con nivel medio de taninos fertilizado
normalmente; D= Sorgo con nivel medio de taninos fertilizado con exceso de nitréogeno; E= Sorgo
con nivel alto de taninos fertilizado normalmente; F= Sorgo con nivel alto de taninos fertilizado
con exceso de nitrégeno.

'Premezcla de vitaminas que aporta por Kg. de dieta: Vitamina A 10,200 Ul; D 1,980 UI; E 60 UI; K
1.20 mg; Colina 967 mg; Niacina 36 mg; Acido Pantoténico 17 mg; Rivoflavina 7.2 mg; Vitamina
B12 38 pg; Tiamina 0.30 mg; Piridoxina 0.31 mg; Biotina 0.08 mg; Acido Félico 0.75 mg. 2
Premezcla de minerales que aporta por Kg. de dieta: Cu 14.4 mg; | 800 mg; Fe 105 mg; Mn 36 mg;
Se 0.3 mg; Zn 144 mg.
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Figura 11. Cronograma de la prueba de digestibilidad.
4.4. Muestreo

La digesta ileal se recolectd en bolsas de plastico (de 11 cm de largo x 5 cm de ancho), a las cuales
se les agregaron 10 ml de una solucién de HCI 0.2 M con el objeto de bloquear toda actividad
bacteriana. Las bolsas se fijaron a la canula con una liga a las 0800 h del dia uno y se colecté la
digesta ileal de las 08:00 a las 1000 h, posteriormente se recolectd digesta ileal una hora si y otra
hora no hasta las 0900 del dia dos. El dia dos se colectd digesta ileal de las 0900 a las 1100 h y
posteriormente se colecté digesta una hora si y otra hora no hasta las 0800 del dia tres cuando
finalizd el periodo de colecta. Conforme se recolectd, la digesta ileal se transfirié a un contenedor
para proceder inmediatamente a congelarla a -20 °C hasta su liofilizacién.

4.5. Andlisis de laboratorio
4.5.1. Obtencién del perfil de proteinas de los sorgos

El fraccionamiento de las proteinas se realizd siguiendo el protocolo propuesto por Youssef (1998).
Las muestras de sorgo se desengrasaron por el método Soxhlet. De manera sucesiva se obtuvieron
las fracciones de acuerdo con los siguientes exctractantes (Cuadro 5):
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Cuadro 5. Disolventes para la obtencidn de las fracciones proteinicas del sorgo.

Fraccion Disolventes

Albuminas Agua

Globulinas Cloruro de sodio al 5%

Kafirinas Solucidn de terbutanol al 60%, conteniendo 0.1% de hidrocloruro de
guanidina

Kafirinas ligadas Solucion de terbutanol al 60%, conteniendo 0.1% de hidrocloruro de
guanidina y 0.6% de mercaptoetanol

Glutelinas Solucién buffer de borato, conteniendo borato de sodio al 0.5% 0.6 M de

mercaptoetanol y 0.5 M de dodecil sulfato de sodio con un pH 10

Exceptuando la fracciéon de albiminas, los sobrenadantes conteniendo las otras fracciones de
proteinas se dializaron por 48 horas en agua destilada con un cambio a las 24 horas en
refrigeracion antes de ser liofilizadas y pesadas (Figura 12).

Molido > Dialisis
Pesaje Congelacion

g 4
e SolUCION Liofilizacion
4 4

Agitacion Pesaje de la
‘ fraccién
Centrifugado

S

== Sedimento Sobrenadante

Figura 12. Secuencia para la obtencion de fracciones proteinicas del sorgo.
4.5.2. Separacion electroforética de las proteinas de sorgo

El gel de electroforesis de poliacrilamida-sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE) se corrid utilizando un
sistema vertical de mini gel (Mini-Protean 3 Cell, Bio-Rad). El gel de resolucién consistié en 15%
poliacrilamida en 0.3M tris(hidroximetil)Jaminometano [Tris buffer] (pH 8.8) y 0.1% SDS (P/V). El gel
concentrador consistid en 4% de poliacrilamida, 0.125M Tris buffer (pH 6.8) y 0.1% de SDS (P/V).
Se usaron Tetrametilethilenediamina 2.5% (5 uL) y persulfato de amonio 5% (10 ulL) para
polimerizar los geles; 50 ug de proteina de cada una de las fracciones se mezclaron en relacién 2:1
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con el buffer de muestra (0.0132M Tris-HCl, 2% SDS, pH 6.8, 10% glicerol, 0.05% azul de
bromofenol y 2% 2-mercaptoetanol) y fueron calentados en un recipiente con agua a 95°C por 4
minutos, se enfriaron a temperatura ambiente y se cargaron en cada pozo. La electroforesis se
realizd a 100V por 2 horas en buffer de tanque que consistié en 0.2M tris, 0.19M glicina y 0.1%
SDS (p/v). El gel se lavd dos veces durante 5 minutos con agua destilada, se fijé por una hora con
una solucién de metanol al 40%, 10% de acido acético y 50% de H,0; se tifid en agitacidén por 45
minutos con azul de Coomassie, se lavd dos veces por 5 minutos con agua destilada, y se destiié
con una solucién de metanol al 40%, 10% de acido acético y de 50% H,0. El gel se fotografié con
una camara digital y se trasfirié la imagen al programa analizador de imagenes Kodak 1D.

4.5.3. Produccion de un anticuerpo policlonal contra las kafirinas

La extraccién del antigeno se realizd a partir de 1 g de sorgo molido. La muestra se desengrasé por
el método Soxhlet, se obtuvo la fraccién 4 y se dializé por 48 horas en agua destilada con un
cambio a las 24 horas en refrigeracion; se liofilizd y se evalud su perfil electroforético en geles de
poliacrilamida al 12%. Las kafirinas extraidas se utilizaron para inmunizar 4 conejas Nueva Zelanda
de 3 meses, utilizando dos esquemas: dos recibieron dosis alta (inmunizacién primaria con 0.5 mg
de antigeno y un refuerzo con 0.25mg) y dos recibieron dosis baja (inmunizacidén primaria con 0.25
mg y un refuerzo con 0.125mg). Adicionalmente, se utilizé una coneja sin tratar, como testigo
negativo. La dosis correspondiente de kafirinas se diluyé en 500 ul de PBS, adicionado con 5% (v/v)
de SDS y 1% (v/v) de 2-mercaptoetanol y se emulsificaron con 500 pl de adyuvante completo de
Freund en la inmunizacion primaria (figura 13), que se aplico via intradérmica en 20 puntos
distribuidos en el dorso, o con 500 pl de adyuvante incompleto para la inmunizacion de refuerzo,
que se aplico también via subcutadnea (Garcia-Casanova et al; 2008). Los animales se sangraron
antes de las inmunizaciones y a los 15, 21 y 28 dias de la inmunizacién primaria (figura 14).

Figura 13. Emulsificacidon con adyuvante completo de Freund.
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Figura 14. Sangrado previo a la inmunizacion.

Después del ultimo sangrado las conejas se sacrificaron y desangraron para recolectar el suero. El
monitoreo de la respuesta inmune se realizé por medio de dot blot (Figura 15). Los sueros de las
cuatro conejas obtenidos antes de la inmunizacién y el testigo negativo mostraron resultados
negativos en dot blot. A los 15 dias post-inoculacion, el suero de una coneja inoculada con dosis
alta fue positivo (dilucion 1:400). A los 21 dias post inmunizacién todas las conejas fueron
reactivas (dilucién 1:3,200). La reaccion fue igual de intensa en todas las conejas sin importar la
dosis utilizada. Al dia 28 post-inmunizacién la reaccion fue positiva 1:6,400. Para la prueba de
sensibilidad se decidié emplear la dilucidn 1:800, en la cual en tres de cuatro sueros se detectaron
hasta 1.25 ug de antigeno.

38



Figura 15. Monitoreo de la respuesta inmune por medio de dot blot a los 15 y 21 post-inoculacién.
T:coneja testigo.

Cuando se emplearon las kafirinas extraidas de sorgos en los sueros obtenidos antes de la
inoculacidn no se reconocieron bandas en western blot, sin embargo, en los obtenidos a los 15 y
28 dias se detectaron tres bandas de 70, 68 y 60 kDa y tres bandas con mayor intensidad de 26,
24, 22 kDa. Sélo el suero de una de las conejas mostrd una fuerte reaccién hacia todas las bandas.
Al utilizar los sueros en western blot de digestas ileales liofilizadas se detectaron dos bandas, una
de 24 kDa y la otra de menos de 10 kDa. Por lo tanto se decidid que la sensibilidad de los
anticuerpos obtenidos era confiable para detectar kafirinas en digestas ileales.

4.5.4. Western blot

La extracciéon de kafirinas de las digestas se realizd a partir de 0.1 g de digesta ileal desengrasada,
con terbutanol al 60%, con agitacion constante de 6 horas a temperatura ambiente; las muestras
se dializaron y liofilizaron. Se mezclé (2:1) 50 ug de proteina de cada una de las digestas con buffer
de muestra y se calentd en un recipiente con agua a 95°C por 4 minutos; se enfrio a temperatura
ambiente y se cargo cada pozo.

La electroforesis se realizd a 100 V por 2 horas. Las proteinas se transfirieron de los geles SDS-
PAGE a la membrana de nitrocelulosa (Towbin et al., 1979), usando un sistema de buffer continuo
[39 mM glicina, 48 mM Tris, 0.0375% SDS (w/v) y 20% metanol (v/v)]. El tiempo de la transferencia
fue de 45 minutos a 23 volts. La unién no especifica de anticuerpos a las membranas fue
bloqueada con leche deshidratada y desengrasada al 5% (p/vol) con buffer salino de fosafato-
Tween-20 [PBS-T (137 mM NaCL, 2.7mM KCL, 10mM Na,HPO,, 2mM KH,PO, Tween-20 .05%)]; se
incubd por 18 horas a 4°C con el anticuerpo anti-kafirinas diluido con leche al 5%-PBS-T (1:100); se
lavé en agitacion por 10 minutos con 15 ml de PBS-T tres veces; se incubd con el segundo
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anticuerpo Anti-IgG de conejo HRP elaborado en burro (Santa Cruz Biotechnology. Delaware, CA)
el cual se diluyé en PBS-T 5% leche (1:2000); se lavd en agitacidon por 10 minutos con 15 ml PBS-T
tres veces y se reveld con Nova Red (Vector). Las membranas se fotografiaron con una camara
digital y se trasfirié la imagen al programa analizador de imdgenes Kodak 1D.

4.5.5 Andlisis quimicos

Las muestras de dietas experimentales, los hibridos de sorgos producidos (5300 R ABT, Dekalb D-
66 y Pioneer 81G67) y digesta ileal (previa liofilizacidén) se molieron a través de una malla de 0.5
mm, en un molino de laboratorio (Arthur H. Thomas Co. Philadelphia, PA) y se les analizd: materia
seca (MS), proteina cruda (PC) por los métodos 934.01 y 976.05 del AOAC (2002) y energia bruta
(EB) por el método calorimétrico (Bomba Parr 1266. lllinois). Ademas a las muestras de sorgo se
les determind: fibra detergente neutro (FDN) segln Van Soest et al. (1991) y taninos (Price et al.,
1978) y a las muestras de digesta y dietas experimentales se les determind cromo (Fenton y
Fenton, 1979).

4.5.6 Prueba de digestibilidad
La digestibilidad ileal aparente (DIA) de MS, PCy EB se calculo de acuerdo con la ecuacién:
DIA, %= 1-[(nutriente digesta / nutriente dieta) * (marcador dieta / marcador digesta)] x100

La digestibilidad ileal estandarizada de PC se calculo de acuerdo con los valores reportados por
Mariscal-Landin y Reiz de Souza (2006) y con la ecuacién:

DIS, %=DIA + [(pérdida de PC enddgena basal / PC en la dieta) x 100]
4.6. Andlisis estadistico

Las variables de respuesta fueron los coeficientes de digestibilidad ileal aparente y estandarizada
de la proteina cruda y energia. Se utilizé un disefio en cross-over, conocido también como disefio
change-over, donde cada uno de las animales recibe dos o mas tratamientos y en el cual el orden
de aplicacidn de dichos tratamientos a los diversos animales esta determinado por la estructura
del propio disefo. El disefio cross-over ocupado es el conocido como 2 x 2 ( 2 tratamientos - 2
periodos). En esta disposicidn, la mitad de los animales recibe el tratamiento A y posteriormente
cambia y recibe el tratamiento B; la otra mitad recibe los tratamientos en orden inverso (Figura
16). De este modo quedan definidos dos grupos experimentales diferenciados por la secuencia de
aplicacion de los tratamientos (Cuadro 6). El principal propdsito es sustraer de las comparaciones
de los tratamientos cualquier componente que se refiera a las diferencias entre sujetos.
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Periodol Periodo2

A

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

Cirugia 21 dias 5 dias 2 dias 5 dias 2 dias
recuperacion de adaptacion colecta de adaptacién  colecta
postquirdrgica  aladieta ileal aladieta ileal

Figura 16. Disefio cross-over para el experimento.

Cuadro 6. Grupos experimentales

Periodo

Numero de animales.

NININININ(N
MmO |w|(>|+
m OO |>|m (N

Tratamientos: A= Sorgo con nivel bajo de taninos fertilizado normalmente; B= Sorgo con nivel bajo
de taninos fertilizado con exceso de nitrégeno; C= Sorgo con nivel medio de taninos fertilizado
normalmente; D= Sorgo con nivel medio de taninos fertilizado con exceso de nitrégeno; E= Sorgo
con nivel alto de taninos fertilizado normalmente; F= Sorgo con nivel alto de taninos fertilizado
con exceso de nitrégeno.
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El modelo lineal aditivo es el siguiente:
Yir= B+ o+ By + v+ O+ €
Donde:

Y= Variable a analizar del i-ésima secuencia en el j-ésimo animal, en el k-ésimo periodo y el I-
ésimo tratamiento.

u: Es el efecto de la media general.

a;. Es el efecto del i -ésima secuencia.

By). Es el efecto del j-ésimo animal anidado en la i-ésima secuencia.
v « Es el efecto del k-ésimo periodo.

8, Es el efecto |-ésimo tratamiento.

&;u: Es el efecto del error experimental asociado con la observacién de la i -ésima secuencia en el j-
ésimo animal, en el k-ésimo periodo y el I-ésimo tratamiento.

Los datos se analizaron empleando el Procedimiento “Mixed” del paquete estadistico SAS (SAS
V.9.2, 2008).
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V Resultados
5.1. Composicidn quimica

Los valores de los taninos encontrados fueron los esperados para los hibridos utilizados, los
valores de MS, EB, PC, grasa, FDN y cenizas fueron similares para los tres hibridos cuando fueron
fertilizados normalmente o con exceso de nitrégeno (cuadro 7).

Cuadro 7. Composicién quimica de los sorgos ocupados en el experimento.

Tratamiento

Analisis A B C D E F
MS, g/kg MS 917.7 908.5 916.4 915.6 920.3 917.0
PC, g/kg MS 125.1 124.7 123.9 120.9 122.4 124.1
EB, kcal/kg MS 4268.9 4525.9 4362.0 4428.5 4238.0 4439.1
Grasa, g/kg MS 21.4 24.3 23.1 21.6 21.7 23.2
FDN, g/kg MS 85.1 82.0 77.4 80.3 140.4 144.5
Cenizas, g/kg MS 14.9 14.8 17.7 16.9 24.5 26.7
Taninos, g/kg MS <0.02 <0.02 6.2 6.2 57.5 54.7

Tratamientos: A= Sorgo con nivel bajo de taninos fertilizado normalmente; B= Sorgo con nivel bajo
de taninos fertilizado con exceso de nitrégeno; C= Sorgo con nivel medio de taninos fertilizado
normalmente; D= Sorgo con nivel medio de taninos fertilizado con exceso de nitrégeno; E= Sorgo
con nivel alto de taninos fertilizado normalmente; F= Sorgo con nivel alto de taninos fertilizado
con exceso de nitrégeno.

5.2. Perfil de proteinas

Los valores de proteina cruda y de las fracciones proteinicas de los sorgos fertilizados
normalmente o con exceso de nitrogeno fueron similares para los tres hibridos (cuadros 8,9 y 10);
solo en el hibrido con nivel bajo de taninos hubo una diferente proporciéon de las kafirinas 1
(solubles en alcohol) y kafirinas 2 (solubles en alcohol mas un agente reductor), siendo mayor la
proporcién de kafirinas 2 en el sorgo que fue fertilizado con exceso de nitrégeno (cuadro 8 y
figural7).
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Cuadro 8. Porcentaje de proteina cruda (PC) y fracciones protéicas del sorgo con concentracion
baja de taninos fertilizado normalmente y con exceso de nitrégeno.

Tratamientos

Fraccidn A B

%PC. 12.5 12.4
%Albumina 3.45 3.50
%Globulina 4.55 4.45
%Kafirinas 1 27.2 21.2
%Kafirinas 2 36.4 42.0
%K. Totales 63.6 63.2
%Glutelinas 15.1 15.0
No extraible 13.3 13.8

Tratamientos: A= Sorgo con concentracién baja de taninos fertilizado normalmente; B= Sorgo con
concentracién baja de taninos fertilizado con exceso de nitrégeno.

Cuadro 9. Porcentaje de proteina cruda (PC) y fracciones protéicas del sorgo con concentracion
media de taninos fertilizado normalmente y con exceso de nitrégeno.

Tratamientos

Fraccidn C D

%PC. 12.3 12.0
%Albumina 34 3.52
%Globulina 4.6 4.5
%Kafirinas 1 27.3 27.1
%Kafirinas 2 36.3 36.7
%K. Totales. 63.6 63.7
%Glutelinas 15.0 14.7
No extraible 13.5 13.6

Tratamientos: C= Sorgo con concentracidon media de taninos fertilizado normalmente; D= Sorgo
con concentracion media de taninos fertilizado con exceso de nitrégeno
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Cuadro 10. Porcentaje de proteina cruda (PC) y fracciones proteinicas del sorgo con concentracion
alta de taninos fertilizado normalmente y con exceso de nitrégeno.

Tratamientos

Fraccidn E F

%PC. 12.2 12.4
%Albumina 2.98 2.95
%Globulina 4.12 4.11
%Kafirinas 1 25.1 25.0
%Kafirinas 2 38.2 38.2
%K. Totales. 63.2 63.2
%Glutelinas 15.9 16.0
No extraible 13.7 13.7

Tratamientos: E= Sorgo con concentracién alta de taninos fertilizado normalmente; F= Sorgo con
concentracidn alta de taninos fertilizado con exceso de nitrégeno.

Figura 17. Porcentaje de kafirinas 1 (solubles en alcohol) y kafirinas 2 (solubles en alcohol + agente
reductor) del sorgo con concentracidn baja de taninos fertilizado normalmente y con exceso de
nitrégeno.

El gel de poliacrilamida de las fracciones proteinicas del sorgo mostrd las subclasificaciones de
kafirinas previamente reportadas: la a kafirina de 25 y 23 KDa, la B kafirina de 15y 12 KDay lay
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kafirina de 28.31 KDa (figura 18); ademas, en la fraccion de kafirinas 2 (solubles en alcohol mas un
agente reductor) se encontraron dos bandas de 12.6 y 11.09 KDa que no han sido descritas
previamente y que fueron confirmadas por el western blot de kafirinas (figura 19).

Alb: Albuminas, Glob: Globulinas, Kaf. 1: Kafirinas 1, Kaf. 2: Kafirinas 2, Glut: Glutelinas, M.P.:
Marcador de peso molecular.

Figura 18. | Fotografia de gel de poliacrilamida-sodio dodecil sulfato (SDS PAGE) 15% con
fracciones protéicas del sorgo analizada con reconocimiento de lineas y bandas por el programa
Kodak 1D. Il Pesos moleculares (kDa) de las fracciones protéicas del sorgo calculadas por el
programa Kodak 1D a partir del marcador de peso molecular (MPM).
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Kaf. 1= Kafirinas 1, M.P.M.: Marcador de peso molecular y Kaf. 2: Kafirinas 2.

Figura 19. | Fotografia del western blot de kafirinas y kafirinas ligadas analizada con
reconocimiento de lineas y bandas por el programa Kodak 1D. Il Pesos moleculares (kDa) de
kafirinas 1y 2 de los sorgos, calculados por el programa Kodak 1D a partir del marcador de peso
molecular (MP).

5.3. Prueba de digestibilidad

El hibrido bajo en taninos con fertilizacion normal presento una DIA y una DIE de la proteina
mayor que el sorgo con exceso de fertilizacion (P<0.05) (cuadro 11). No hubo diferencia en las
pruebas de digestibilidad para los sorgos con nivel medio y alto en taninos (cuadros 12 y 13).
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Cuadro 11. Coeficientes de digestibilidad ileal aparente (DIA) para materia seca (MS), proteina (P)
y energia bruta (EB) y digestibilidad ileal estandarizada (DIE) para proteina de los sorgos con nivel
bajo en taninos fertilizado normalmente y con exceso de nitrégeno.

Tratamientos

Prueba A B EEM Valor P

DIA MS 83.9 81.1 0.01 0.10
DIAP 74.5 69.3 0.01 0.04
DIE P 86.8 81.3 0.01 0.04
DIA EB 84.6 82.2 0.01 0.13

Tratamientos: A= Sorgo con nivel bajo de taninos fertilizado normalmente; B= Sorgo con nivel bajo
de taninos fertilizado con exceso de nitrégeno.

Cuadro 12. Coeficientes de digestibilidad ileal aparente (DIA) para materia seca (MS), proteina (P)
y energia bruta (EB) y digestibilidad ileal estandarizada (DIE) para proteina de los sorgos con nivel
medio de taninos fertilizado normalmente y con exceso de nitrégeno.

Tratamientos

Prueba C D EEM Valor P

DIA MS 80.4 81.5 0.01 0.26
DIAP 71.1 72.4 0.01 0.38
DIEP 83.4 84.7 0.01 0.42
DIAEB 814 81.8 0.01 0.65

Tratamientos: C= Sorgo con nivel medio de taninos fertilizado normalmente; D= Sorgo con nivel
medio de taninos fertilizado con exceso de nitrégeno

Cuadro 13. Coeficientes de digestibilidad ileal aparente (DIA) para materia seca (MS), proteina (P)
y energia bruta (EB) y digestibilidad ileal estandarizada (DIE) para proteina de los sorgos con nivel
alto de taninos fertilizado normalmente y con exceso de nitrégeno.

Tratamientos

Prueba E F EEM Valor P

DIA MS 72.7 73.3 0.02 0.73
DIAP 59.1 64.0 0.03 0.22
DIEP 71.6 75.9 0.03 0.22
DIA EB 74.3 76.0 0.02 0.50

Tratamientos: E= Sorgo con nivel alto de taninos fertilizado normalmente; F= Sorgo con nivel alto
de taninos fertilizado con exceso de nitrogeno.
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El analisis en conjunto de los tres hibridos mostré que la digestibilidad ileal de la materia seca y de
la energia, asi como la digestibilidad aparente y estandarizada de la proteina del sorgo con nivel
alto de taninos fue menor que la de los sorgos con nivel medio y bajo de taninos (cuadro 14).

Cuadro 14. Coeficientes de digestibilidad ileal aparente (DIA) para materia seca (MS), proteina (P)
y energia bruta (EB) y digestibilidad ileal estandarizada (DIE) para proteina de los sorgos con nivel
bajo, medio y alto en taninos.

Tratamientos

Prueba A B C EEM
DIA MS 0.83° 0.81° 0.75° 0.02
DIAP 0.82° 0.80° 0.73° 0.02
DIEP 0.71° 0.71° 0.61° 0.03
DIAE 0.84° 0.84° 0.73° 0.03
** Medias con diferente letra no significativamente diferentes. (P <0.0001)

Tratamientos: A= Sorgo con nivel bajo en taninos; B= Sorgo con nivel medio en taninos; C= Sorgo
con nivel alto en taninos

5.4. Analisis de digestas por western blot

Los western blot de las digestas de los cerdos que consumieron el sorgo con nivel bajo de taninos
tanto el que fue fertilizado normalmente como en el fertilizado con exceso de nitrégeno, tuvieron
reconocimiento de bandas para todos los animales, la intensidad total de las bandas detectadas en
las digestas de los animales que recibieron el sorgo fertilizado con exceso de nitrégeno fue
superior a la intensidad total de las bandas detectadas en las digestas de los animales que
recibieron el sorgo que se fertilizé normalmente (Figuras 20y 21).
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A=Animal 1, B=Animal 2, C=Animal 3, D= Animal 4, E= control kafirinas, F=marcador de peso
molecular, X | = Sumatoria intensidad en el animal, >TI=Sumatoria total de la intensidad.

Figura 20. | Fotografia digital de western blot de digestas de los animales que consumieron sorgo

bajo en taninos con fertilizacidn normal analizada con reconocimiento de lineas y bandas por el

programa Kodak 1D. Il Representacién diagramatica del western blot, indicando peso molecular

(PM) e intensidad (I) de las bandas encontradas en las digestas calculados por el programa Kodak
1D.
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A=marcador de peso molecular, B= control Kafirinas, C=Animal 1, D=Animal 2, E=Animal 3, F=
Animal 4, 5| = Sumatoria intensidad en el animal, YTI=Sumatoria total de la intensidad.

Figura 21. | Fotografia digital de western blot de digestas de los animales que consumieron sorgo
bajo en taninos fertilizados con exceso de nitréogeno analizada con reconocimiento de lineas 'y
bandas por el programa Kodak 1D. Il Representacién diagramdtica del western blot, indicando

peso molecular (PM) e intensidad (1) de las bandas encontradas en las digestas, calculados por el

programa Kodak 1D.

EL western blot correspondiente al tratamiento con concentracién media de taninos y fertilizado
normalmente, mostrdé bandas en sdlo dos de las digestas de los animales en tratamiento, de forma
similar en el western blot del tratamiento con concentracidn media de taninos y fertilizado con
exceso de nitrégeno sélo mostré bandas en las digestas de dos de los animales, sin embargo, hubo
un mayor numero de bandas (Figuras 22 y 23).
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A=marcador de peso molecular, B= control Kafirinas, C=Animal 1, D=Animal 2, E=Animal 3, F=
Animal 4, 5| = Sumatoria intensidad en el animal, >TI=Sumatoria total de la intensidad.

Figura 22. | Fotografia digital de western blot de digestas de los animales que consumieron sorgo
con concentracién media de taninos fertilizado normalmente analizada con reconocimiento de
lineas y bandas por el programa Kodak 1D. Il Representacién diagramatica del western blot,
indicando peso molecular (PM) e intensidad (I) de las bandas encontradas en las digestas
calculados por el programa Kodak 1D.
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A=Animal 1, B=Animal 2, C=Animal 3, D= Animal 4, E= control Kafirinas, F=marcador de peso
molecular, 3| = Sumatoria intensidad en el animal, > TI=Sumatoria total de la intensidad.

Figura 23. | Fotografia digital de western blot de digestas de los animales que consumieron sorgo
con concentracion media de taninos con fertilizado con exceso de nitrégeno analizada con
reconocimiento de lineas y bandas por el programa Kodak 1D. Il Representacién diagramatica del
western blot, indicando peso molecular (PM) e intensidad (I) de las bandas encontradas en las
digestas calculados por el programa Kodak 1D.

Los western blot de los tratamientos con sorgo alto en taninos fertilizado normalmente y
fertilizado con exceso de nitrégeno sélo mostraron bandas correspondientes a polimeros de
kafirinas en tres de los cuatro animales de cada tratamiento (Figuras 24 y 25).
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A=marcador de peso, B= control Kafirinas,C=Animal 1, D=Animal 2, E=Animal 3, F= Animal 4,
molecular, 3| = Sumatoria intensidad en el animal, > TI=Sumatoria total de la intensidad.

Figura 24. | Fotografia digital de western blot de digestas de los animales que consumieron sorgo
con concentracion alta de taninos, fertilizado normalmente analizada con reconocimiento de
lineas y bandas por el programa Kodak 1D. Il Representacion diagramatica del western blot,

indicando peso molecular (PM) e intensidad (I) de las bandas encontradas en las digestas,
calculados por el programa Kodak 1D.
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Figura 25. | Fotografia digital de western blot de digestas de los animales que consumieron sorgo
con concentracion alta de taninos fertilizado con exceso de nitrogeno analizada con
reconocimiento de lineas y bandas por el programa Kodak 1D. Il Representacion diagramatica del
western blot, indicando peso molecular (PM) e intensidad (1) de las bandas encontradas en las
digestas, calculados por el programa Kodak 1D.

Las bandas encontradas en los western blot de todos los tratamientos mostraron pesos inferiores
a las bandas de las kafirinas y sus polimeros de estas encontradas en el western blot del sorgo a
excepcion de 2 bandas detectadas en el tratamiento del sorgo alto en taninos con fertilizado con

exceso de nitrégeno.
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VI Discusion.
6.1. Perfil de proteinas

Los resultados de PC observados en los sorgos fertilizados con exceso de nitrégeno y aquellos
fertilizados normalmente para los tres diferentes hibridos fueron similares, asi como el porcentaje
de las kafirinas totales (kafirinas solubles en alcohol mas kafirinas solubles en alcohol mas un
agente reductor); esto probablemente se deba a que el nivel de N empleado satisfizo los
requerimientos de los hibridos por un mayor aporte de N del suelo al esperado.

La mayor proporcidn de kafirinas ligadas en todos los sorgos del presente estudio coincide con los
datos consignados por Hamaker et al. (1986), Jambunathan y Mertz (1973), Guiragossian et al.
(1978), Vivas et al. (1992) y Hamaker et al. (1995). La proporcién de kafirinas (solubles en alcohol)
y kafirinas ligadas (solubles en alcohol mas un agente reductor) en los hibridos fertilizados
normalmente y con exceso de nitrogeno fueron similares, excepto en el sorgo bajo en taninos,
presentando una mayor proporcion de kafirinas ligadas y menor de en el sorgo con exceso de
fertilizacidn.

En el western blot realizado a la fraccién de kafirinas solubles en alcohol mds un agente reductor
se detectaron dos bandas mas de 12.60 y 11.09 KDa (Figura 26) que no han sido descritas
anteriormente. Esto probablemente se deba a que en los trabajos en que se han realizado western
blot se han utilizado anticuerpos para la deteccidn especifica de kafirina a, B y y (Mazhar et al;
1995) o con anticuerpos contra zeinas (prolaminas del maiz) a, B y y (Shull et al; 1991), lo cual
evito la localizacién de otras kafirinas.

Figura 26. Fotografia western blot de kafirinas con peso molecular de 11.09 y 12.60 KDa.

A=Marcador de peso molecular, B=kafirinas.
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En el maiz se ha descrito la zeina 6 (Coleman y Larkins, 1999) y en secuencias de ADN clonadas de
sorgo se han identificando dos secuencias con alta homologia con la zeina 6; sin embargo, estas no
han podido ser detectadas en SDS-PAGE. La masa molecular calculada para la kafirina 6 es de 12.9
KDa (Belton et al; 2006), lo que coincide con la banda de mayor peso encontrada.

6.2. Prueba de digestibilidad

En el hibrido con concentracién baja de taninos, el sorgo fertilizado con exceso de nitrégeno
mostré una menor DIA y DIE de proteina, coincidiendo esto con una mayor proporcién de kafirinas
solubles en alcohol mds un agente reductor en el sorgo fertilizado con exceso de nitréogeno. Estos
resultados sugieren una potencial relacién entre la solubilidad de las kafirinas y su digestibilidad:
en el sorgo es mds abundante la cantidad de kafirinas solubles en alcohol mas un agente reductor
que las que sélo lo son en alcohol (Hamaker et al., 1986; Jambunathan y Mertz, 1973; Guiragossian
et al., 1978; Vivas et al., 1992; Hamaker et al., 1994). Esto es opuesto a lo que sucede con las
prolaminas del maiz, en las cuales las zeinas solubles en alcohol son las mas abundantes (Hamaker
et al., 1986, 1994; Vivas et al., 1992; Landry y Moureaux, 1980), lo cual es relevante por la mayor
digestibilidad de la proteina del maiz (Maclean et al., 1981 Axtell et al.,, 1981). Ademas se ha
sefalado que cuando el sorgo se cocina, disminuye su digestibilidad y se vuelve menos soluble por
el incremento de puentes disulfuro (Hamaker et al., 1986). Asi, la mayor proporcion de kafirinas
ligadas en el sorgo fertilizado con exceso de nitrégeno estd relacionada a una mayor cantidad de
puentes disulfuro y una menor digestibilidad.

Sorgos con mayor cantidad de puentes disulfuro muestran una menor capacidad de gelatinizacion
del almidén (Chandrashekar y Kirleis, 1988; Ezeoguet al., 2005, 2008, Wong et al., 2009), debido a
la manera en que los cuerpos de proteina estan organizados alrededor de los granulos de almiddn
y que parecen funcionar como una barrera para su gelatinizacidn. Los resultados de este estudio
muestran una tendencia (P=0.13) a una menor digestibilidad de la energia, lo que podria deberse
al efecto detrimental de los cuerpos proteina sobre la digestibilidad de almiddn.

En los hibridos con concentracidn media y alta de taninos, los resultados de los analisis quimicos y
del perfil de proteinas fue muy similar entre los sorgos fertilizados normalmente y los fertilizados
con exceso de nitrégeno, lo cual es congruente con los resultados de la prueba de digestibilidad
donde no se observaron diferencias.

6.3. Analisis de digestas por western blot

En los western blot de las digestas de los animales que recibieron el hibrido con concentracidon
baja de taninos, el sorgo fertilizado con exceso de nitrégeno presentd 9 bandas mientras que el
del sorgo fertilizado normalmente 8 bandas, que probablemente son digestiones de los polimeros
de 64 KDa y de las kafirinas a y de la banda de 12 kDa encontradas en el western blot de las
kafirinas ya que su peso es ligeramente menor. La intensidad total del western blot de las digestas
del sorgo sobrefertilizado es 29.05% mayor que la del sorgo fertilizado normalmente Una mayor
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intensidad se relaciona con una mayor interaccién antigeno-anticuerpo. Esto concuerda con la
menor digestibilidad del sorgo con mayor proporcién de kafirinas ligadas, ya que se puede
considerar que una proteina menos digestible es menos susceptible a protedlisis (Duodu et al,
2003) y hay mayor probabilidad de ser reconocida por el anticuerpo. En concierto con esto, la
digesta que presentd mayor nimero de bandas y de mayor intensidad coincidio con el animal que
tuvo la menor digestibilidad en el grupo.

El western blot de las digestas de los animales que recibieron el hibrido con concentracién media
de taninos en ambos tratamientos solo mostré bandas en dos de los cuatro animales. Naushad et
al. (2003) consigna que los taninos tienen una alta afinidad por las kafirinas y se unen de forma
permanente, debido a su preferencia por ligarse a la prolina, aminodcido abundante, en las
kafirinas (Hagerman y Butler, 1981; Mitaru et al., 1984; Charlton et al., 2002). Los taninos, al
interactuar con las proteinas, modifican su conformacion (Duodu et al;, 2003) y esto
probablemente afectd negativamente a la interaccidn antigeno-anticuerpo, lo cual explicaria la no
deteccion de bandas en algunos animales (Figura 27 ).

Figura 27. Interaccidn propuesta entre taninos y residuos de prolina (Adaptado de Baxter et al,
1999).

El western blot de las digestas de los animales que recibieron el hibrido con concentracidn alta de
taninos con los tratamientos de fertilizacion, Unicamente detecté polimeros y dos de la bandas
encontradas en el western blot del tratamiento del sorgo fertilizado con exceso de nitrégeno
tienen pesos superiores a los encontrados en el western blot del sorgo fertilizado normalmente, la
causa de esto probablemente fue la elevada cantidad de taninos encontradas en este hibrido (5.02
%), lo cual, ademds de afectar negativamente la interaccidn antigeno-anticuerpo, es capaz de
inhibir la actividad enzimatica (Al-Mamary et al., 2001; Horigome et al., 1988) y favorecer la no
digestion de polimeros su formacion (Figura 28).
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Figura 28. Modelo de interaccién entre proteinas y taninos (Adaptado de Williamson, 1994).

Analizando en conjunto los datos de los tres hibridos, la digestibilidad ileal de la materia seca y de
la energia bruta, asi como la digestibilidad aparente y estandarizada de la proteina del sorgo con
nivel alto en taninos fue menor que la de los sorgos con nivel medio y bajo de taninos. Esto
probablemente se debido a la variedad de efectos de los taninos, los cuales forman complejos
tanino-proteina indigestibles (Butler et al., 1984), inhiben la actividad enzimatica de tripsina (Al-
Mamary et al., 2001; Horigome et al., 1988) y amilasa (Al-Mamary et al., 2001; Horigome et al.,
1988) y lipasa (Al-Mamary et al., 2001) y provocan la secrecion en saliva de una proteina 4acida rica
en prolina (PRP) como medio de defensa (Jansman, 1993) la cual llega a generar una digestibilidad
ileal aparente negativa de prolina (Mariscal-Landin et al., 2004). Ademds, en comparacion con los
otros dos hibridos, este sorgo tuvo una mayor cantidad de FDN, la cual afecta la digestibilidad de
la proteina cruda (Montagne et al., 2001; Lallés et al., 2004).

La no diferencia en la prueba de digestibilidad asociada a taninos entre los sorgos con
concentracién baja y media de taninos concuerda con lo sefialado por Mariscal-Landin et al (2004),
que solo observaron efectos claramente negativos cuando los taninos estan en grandes cantidades
(4 % o mas). Sin embargo, comparando los western blot de las digestas de sorgo bajo en taninos
con los del sorgo con nivel medio de taninos, claramente hubo un mayor nimero de bandas y su
intensidad fue mayor, lo que probablemente se debid al efecto negativo de los taninos, como ya
se ha expuesto.
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VII Conclusiones

Una mayor proporcién de kafrinas ligadas (kafirinas solubles en alcohol + un agente reductor) en el
sorgo afectd negativamente la digestibilidad aparente y estandarizada a nivel ileal de la proteinay
existié una tendencia a una baja digestibilidad de energia.

La composicion quimica de las kafirinas (ricas en puentes disulfuro) afecta la digestibilidad in vivo
de la proteina del sorgo en cerdos en crecimiento

La solubilidad de las kafirinas presentes en el sorgo es un posible indicador de la digestibilidad de
su proteina en sorgos con bajo contenido de taninos.

El sorgo expresd una o dos kafirinas distintas a las ya descritas en la literatura.
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7.1. Impacto del trabajo sobre el uso del sorgo en la alimentacion del cerdo.

Para la formulaciéon de dietas es necesario conocer de cada ingrediente la composicién de
nutrientes y su digestibilidad. En el caso de la proteina el conocimiento de su digestibilidad,
permite una mayor aproximacion a los requerimientos conocidos de aminodcidos para el cerdo. Es
notable que en cada edicién hay cambios en los valores de los cuadros de composiciéon de los
ingredientes, debido al mejoramiento en los procedimientos analiticos. En este sentido, este
trabajo provee evidencia del efecto de las kafirinas, efecto a ser considerado como un factor
importante en la digestibilidad de aminoacidos, lo que permitira una formulacién mas precisa para
lograr cubrir las necesidades del cerdo.

Ademas, el trabajo sefiala una posible correlacidn entre la solubilidad de las kafirinas y la
digestibilidad ileal aparente y estandarizada de la proteina del sorgo, la cual podria utilizarse en
analisis de regresion.

Finalmente, el trabajo aporta la evidencia de la expresién de una nueva kafirina, cuyo efecto en la
digestibilidad de la proteina del sorgo es necesario investigar.
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