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RESUMEN

Tradicionalmente los taninos del sorgo son considerados factores
antinutricionales que afectan el aprovechamiento digestivo de los nutrientes. Sin
embargo, el efecto de las kafirinas, que son las proteinas mas abundantes, ha
sido poco estudiado. Se plantearon tres experimentos con el objetivo de evaluar
el efecto del nivel de taninos y/o kafirinas del sorgo adicionado a las dietas para
cerdos en diferentes etapas de crecimiento sobre el desarrollo productivo y
morfofisioldgico del tracto digestivo (peso de 6rganos, pH de digestas, actividad
enzimatica del pancreas y morfologia intestinal). En el primer experimento se
emplearon lechones recién destetados y se evaluo el efecto del consumo de
dietas elaboradas con sorgos conteniendo diferentes niveles de taninos, sobre
las variables morfofisioldgicas del tracto digestivo. En el segundo experimento se
estudié el efecto del consumo de sorgos con diferentes niveles de taninos y
kafirinas sobre las variables morfofisioldgicas del tracto digestivo y la presencia
de kafirinas en el contenido ileal. En el tercer experimento se evalu6 el
comportamiento productivo del cerdo y la expresion de los genes elF2B1 y elF4e,
relacionados con el inicio de la sintesis de la proteina muscular, en dos fases de
produccion (crecimiento y finalizacidén); los cerdos consumieron dietas
elaboradas con sorgos con diferentes niveles de taninos y kafirinas. Los
resultados indican que la inclusion de un sorgo alto en taninos en la dieta no
caus6 un efecto detrimental sobre las caracteristicas morfofisiolégicas del tracto
digestivo en lechones. Incremento la actividad de la tripsina pancreatica en los
cerdos en crecimiento que consumieron los sorgos altos en taninos y kafirinas.
Se detecto una alta concentracion de kafirinas en los contenidos ileales de los
cerdos que consumieron las dietas con un elevado nivel de kafirinas. Esto indica
gue probablemente, la digestibilidad de estas proteinas se redujo en la medida
gue se incremento el nivel de kafirinas en el sorgo. En cerdos en crecimiento-
finalizacion el nivel de kafirinas de los sorgos no comprometio el comportamiento
productivo, mientras que el alto nivel de taninos disminuyo el consumo diario de
alimento. La dieta y el sexo no influyeron en la expresién de los genes; sin
embargo, la fase de produccién influyé en la expresion del gen elF4e, ya que en
los cerdos en la fase de finalizacion este gen tuvo una mayor expresion. Para el
gen elF2B1 se presentd una interaccion entre la fase y la dieta consumida. Este
gen se expresd mas en los cerdos que consumieron la dieta HT-HK respecto a
los que consumieron la dieta de maiz y HT-LK. De igual manera, los cerdos que
consumieron las dietas elaboradas con los sorgos bajos en taninos, expresaron
mas este gen que los que consumieron la dieta HT-LK. Se concluye que no sdlo
el nivel de taninos afecta las variables productivas, sino que el nivel de kafirinas
también afecta diversas variables morfofisiologicas, por lo que estos dos
componentes del sorgo deben ser considerados en conjunto cuando se formulen
dietas para cerdos.

(Palabras clave: taninos, kafirinas, cerdos, genes, enzimas)



SUMMARY

Traditionally sorghum tannins are considered antinutritional factors that affect
the digestive utilization of nutrients. However, the effect of kafirins, which are the
most abundant and poorly digestible proteins, have been little studied. Three
experiments were carried out with the objective of evaluating the effect of the level
of tannins and / or kaffirins of sorghum added to the diets for pigs in different
stages of growth on the productive and morphophysiological development of the
digestive tract (organ weight, enzymatic activity of the pancreas and intestinal
morphology). In the first experiment, newly weaned piglets were used and the
effect of the consumption of diets made with sorghums containing different levels
of tannins on the morphophysiological variables of the digestive tract was
evaluated. In the second experiment the effect of sorghum consumption with
different levels of tannins and kaffirins on the morphophysiological variables of the
digestive tract and the presence of kaffirins in the ileal content were studied. In
the third experiment the productive behavior and expression of the elF2B1 and
elF4e genes, related to the initiation of muscle protein synthesis, were evaluated
in two phases of production (growth and finishing), which consumed diets made
with sorghum different levels of tannins and kaffirins. The results indicate that the
inclusion of a high sorghum in tannins in the diet, did not cause a detrimental
effect on the morphophysiological characteristics of the digestive tract in piglets.
The activity of pancreatic trypsin was increased in growing pigs that consumed
the high sorghums in tannins and kaffirins. A high concentration of kaffirins was
detected in the ileal contents of the pigs that consumed the diets with a high level
of kaffirins. This indicates that probably the digestibility of these proteins was
reduced as the level of kaffirins in the sorghum increased. In growing-finishing
pigs the level of kaffirins of sorghum did not compromise productive behavior,
while the high level of tannins decreased daily feed intake. Diet and sex did not
influence the expression of genes; however, the production phase influenced the
expression of the elF4e gene, since in the pigs in the finalization phase this gene
had a greater expression. For the elF2B1 gene an interaction between the phase
and the diet consumed was presented. This gene was more expressed in pigs
that consumed the HT-HK diet than those consumed the maize and HT-LK diet.
Similarly, pigs consuming diets made with low tannin sorghums expressed more
of this gene than those consumed the HT-LK diet. It is concluded that not only the
level of tannins affects the productive variables, but the level of kaffirins also
affects several morphophysiological variables, so these two components of
sorghum should be considered together when formulating diets for pigs.

(Key words: tannins, kafirins, pigs, genes, enzymes)
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I.  INTRODUCCION

En septiembre del afio 2015, los paises reunidos en la Asamblea General de
Naciones Unidas aprobaron la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible y se
comprometieron a alcanzar 17 objetivos y cumplirlos para el afio 2030. Dentro de
las metas pactadas se comprometieron a eliminar el hambre, lograr la seguridad
alimentaria y la mejora de la nutriciébn y promover la agricultura sostenible (FAO
y OPS, 2016).

La poblacion mundial para el afio 2050 sera de aproximadamente 9 mil
millones de seres humanos, por lo que la produccion de carne se tendra que
incrementar en mas de 200 millones de toneladas anuales, hasta alcanzar un
total de 470 millones de toneladas. Lo anterior implica que se debe incrementar
la disponibilidad de cereales para consumo humano y animal hasta llegar a una
produccion de 3 mil millones de toneladas para ese afio (30% mas de lo que se
produce en la actualidad) y de forma global incrementar la produccion de
alimentos a mas del 50% de lo que se elabora en este inicio del siglo XXI.

En este sentido, se prevé que a mitad del presente siglo, la produccién agricola
total a nivel mundial se incremente en un 70% y que esto se logre mediante
rendimientos mas altos y por la intensificacion de los cultivos. También se augura
una ampliacién de las tierras cultivables, sobretodo en Africa y América Latina.
Para el caso particular de la produccion de cereales, se produciran cultivos
sembrados con semillas mejoradas o que presenten alguna caracteristica para
maximizar la produccion de estos alimentos (FAO, 2009).

Existen cereales como el sorgo que tradicionalmente han sido usados
principalmente para consumo animal en los paises occidentales, sin embargo
cerca del 40% de la produccion mundial de este cereal se usa en la alimentacién
humana, sobretodo en Africa e India (Dendy, 1995; Rooney y Waniska, 2000).

En el caso particular de México, el sorgo es el segundo cereal que mas se
produce y es el que mas se emplea en la industria ganadera nacional (68% de
los cereales empleados) (Mariscal-Landin et al., 2004), como lo es

especificamente en la industria porcicola.



Para maximizar el rendimiento del cultivo del sorgo, se emplean mayormente
variedades con niveles elevados de taninos, ya que estos componentes protegen
al grano de enfermedades, le dan un sabor amargo que disminuye la depredacion
por parte de los pajaros, etc., pero en el proceso digestivo de los cerdos, tienen
efectos detrimentales sobre el aprovechamiento de los nutrientes, ya que forman
complejos con proteinas dietarias y enddgenas, como las enzimas digestivas
(Serrano et al., 2009; Jezierny et al., 2011), lo que ocasiona una menor absorcion
de nutrientes, y por lo tanto una mayor excrecion de dichos nutrientes no
digeridos y absorbidos hacia el medio ambiente. Histéricamente, se ha analizado
el papel que juegan los taninos en el comportamiento productivo de los cerdos,
pero en afos recientes también el papel que juegan las kafirinas del sorgo en
este comportamiento productivo ha incitado interés, ya que las kafirinas son
proteinas que afectan negativamente la calidad nutricional de este grano (Salinas
et al., 2006).

La manera en que los taninos y las kafirinas disminuyen la eficiencia en la
utilizacion de los nutrientes es porque afectan la digestibilidad del almidén y de la
proteina del sorgo (Selle et al., 2010; Liu et al., 2013). El sorgo ademas de su
aporte energético puede proveer un tercio del requerimiento de los aminoacidos
cuando se incluye en la dieta con un porcentaje de 60 a 80% (Black et al., 2005;
Doti et al., 2014).

En la presente tesis se analiz6 cémo algunas caracteristicas nutrimentales del
sorgo afectan el aprovechamiento digestivo de sus nutrientes y modifican la
expresion de genes relacionados con el inicio de la sintesis de proteinas en el

musculo esquelético.



ANTECEDENTES

2.1.La alimentacion en la produccién porcina

La produccion porcina es una industria de transformacion y como tal se debe
lograr una adecuada eficiencia alimenticia, ya que el rubro que mas impacta en
los costos de produccion es la alimentacion, con un porcentaje que fluctia entre
el 57 y el 80% del costo total de produccién, dependiendo si es un sistema
tecnificado o semitecnificado (Gomez et al., 2008; CGG, 2009).

Para que los cerdos crezcan de manera adecuada se deben proporcionar
alimentos que cubran sus requerimientos nutricionales. Una definicion de
requerimiento es: la concentracién de un nutriente en un alimento, la cual
optimiza los parametros productivos e involucra al genotipo, medio ambiente,
factores sociales, sexo y la salud del cerdo (Lewis, 1992; Hahn et al., 1995);
Gomez et al., 2007).

Considerando que la composicion quimica del sorgo puede ser muy diversa,
gue es el cereal que mas se emplea en la alimentacién de los cerdos en México
y que la produccién porcina se ha incrementado en los dltimos afios, es por lo
gue a continuaciéon se describen algunos aspectos y factores del sorgo que se
deben considerar en la deposicion de proteina muscular en el cerdo.

2.2.El uso del sorgo en la produccion porcina

2.2.1. Origen del sorgo, usos e importancia econémica

El origen del sorgo es ancestral y se considera que surgio en el noreste de
Africa y fue introducido a América en el siglo XVII (Bhattacharya et al., 2011;
Srinivasa y Ganesh, 2013). Su importancia radica en que, por sus caracteristicas
guimicas, puede suplir en los usos de la alimentacion humana y animal a algunos

cereales como el trigo y maiz.



La palabra sorgo procede del verbo latino surgere, por la capacidad que tiene
de alcanzar una altura elevada (Pérez et al., 2010). Ademas, es un cereal que
crece de forma adecuada en climas secos (Chamba et al., 2005), siendo un
excelente cereal en términos de resistencia a la sequia (Taylor et al., 2006).

Algunos usos industriales del sorgo son: produccion de almidén, dextrosa, miel
de dextrosa, aceites comestibles y bebidas, colorantes, cosméticos, papel,
productos farmacéuticos, confituras, etanol, acido acético, metano, butanol y
acido lactico (Pérez et al., 2010; Chuck-Hernandez et al., 2011; Srinivasa y
Ganesh, 2013), e incluso puede ser un cereal con el que se elaboren tortillas
(Taylor et al., 2006).

Es un cereal que se emplea en la alimentacion animal, ya que es una fuente
de energia, al estar constituido por aproximadamente 70% de almidén y puede
contener hasta 13.7% de proteina, pero su inclusion en la dieta puede ocasionar
un menor desempefio productivo en comparacion con otros cereales como el
maiz (Grabouski et al., 1987; Liu et al., 2013).

El sorgo ocupa el quinto lugar mundial en los granos de mayor importancia
econdémica después del trigo, maiz, arroz y cebada, y se considera un cultivo
alimenticio primario en los tropicos semiaridos de Asia, Africa y Sudamérica
(Wong et al., 2009; Srinivasa y Ganesh, 2013).

Estados Unidos, México, Nigeria, Sudan e India produjeron en 2014

aproximadamente la mitad de la produccion mundial de sorgo (FAOSTAT, 2016).

2.2.2. Composicion del grano de sorgo

El grano de sorgo tiene un diametro comprendido entre 3 y 6 mm (Ibar, 1984)
y se compone de tres partes: pericarpio, epidermis o capa externa; endospermo
o tejido de almacenamiento, y el germen, representando cada una de ellas el 6,
84 y 10%, respectivamente (Gomez et al., 2009a) (Figura 1).

El pericarpio o epidermis consta de tres capas, conteniendo pigmentos y ceras
la mas externa de ellas (epicarpio), la capa media (mesocarpio) se constituye por

granulos de almiddn incluidos en una densa red proteica y la capa interna



(endocarpio) esta formada por células en forma de cruz y tubulares. La testa es
una capa pigmentada ubicada debajo del pericarpio y presente en algunas
variedades de sorgo.

El endospermo o tejido de almacenamiento se compone mayormente de
proteinas y carbohidratos y se conforma por una capa de aleurona y porciones
de endospermo corneo y harinoso. Alrededor del 90% del almidén y 80% de la
proteina total del grano se localizan en el endospermo (Gémez et al., 2009a). La
capa de aleurona se localiza inmediatamente debajo del pericarpio y consiste de
pequefias células densas con un contenido relativamente alto de aceite y
proteina. El endospermo coérneo se localiza debajo de la aleurona y esta
constituido por células que contienen almidon y que se entremezclan con una
gruesa matriz proteica compuesta por los cuerpos proteicos. ElI endospermo
harinoso se localiza en el centro del grano y esta rodeado por el endospermo

corneo (Rooney y Clark, 1968).

Figura 1. Estructura del grano de sorgo (Reed, 2005)

Endosperma Pericarpio

Germen

El germen se encuentra firmemente incrustado en el grano y contiene el
embridon de la nueva planta y sus estructuras asociadas. Posee el 75% del
extracto etéreo del grano (Rooney y Clark, 1968; Farias, 2005).

La composicion del germen es de 28% de aceite, 19.5% de proteina 'y 10% de

cenizas (Wall y Blessin, 1969).



El almidon del sorgo, mayor componente del grano, contiene amilosa
(alrededor de 30%) y amilopectina (alrededor de 70%) (Serna-Saldivar y Rooney,
1995; Svihus et al., 2005). Los granulos de almidén en el sorgo se encuentran
envueltos por una matriz proteica de kafirinas que actian como una barrera
fisico-quimica que limita la actividad enzimatica de la amilasa (Wong et al., 2009).
Factores que afectan la digestibilidad del almidén del sorgo son la proporcion
amilosa:amilopectina, la longitud de la cadena y el grado de ramificacion de la
amilopectina, el tamafio de los granulos del almidon y su relacién con las
proteinas, lipidos y minerales (Wolter et al., 2013; Doti et al., 2014). El contenido
de amilosa también esta correlacionado positivamente con la dureza del
endospermo (Cagampang y Kirleis, 1984). La proteina es el segundo mayor
componente (Serna-Saldivar y Rooney, 1995). Del total de acidos grasos, los que
se encuentran en mayor concentracion son el acido linoleico, oleico y palmitico
(Osman et al., 2000). La fibra del sorgo se encuentra principalmente en el
pericarpio y en las paredes celulares del endospermo y esta formado
basicamente por celulosa y glucuronoarabinoxilanos, respectivamente
(Verbruggen et al., 1993), aunque también contiene B-glucanos, lignina, pectinas
y gomas (Hoseney, 1994).

La composicién quimica del sorgo es muy variable, por lo que de igual manera
su valor nutritivo puede cambiar entre las diversas variedades (Mossé et
al.,1988). Los valores de proteina cruda del grano de sorgo reportados en la
literatura oscilan entre 5.44 a 15%, los taninos varian de 0.02 o no detectables a
6.32% vy la fibra detergente neutro entre 9.1 a 15.7%. La diferencia de estos
valores se debe a la variedad genética y a las condiciones agroecolégicas (clima,
suelo, nivel de fertilizacion, etc.) en las que se produjeron los sorgos (Ramirez et
al., 2005; Salinas et al.,, 2006). La eficiencia en la digestion de las dietas
elaboradas a base de granos de sorgo dependera en parte de la composicion
quimica de este grano.

Los alimentos vegetales con mayor contenido de proteinas de reserva, tienen
proteinas de menor calidad debido a que la concentracion de los aminoacidos

esenciales disminuye. El perfil de proteinas (albuminas, globulinas, prolaminas y



glutelinas) incide en el perfil de aminoacidos y en la digestibilidad de la proteina.
La calidad de la proteina de la materia prima, como lo es el sorgo, disminuye
conforme se incrementa el contenido de proteina (Gémez et al., 2009a).

Dentro de los componentes quimicos a tomar en cuenta y que inciden en el
proceso digestivo de las dietas elaboradas con sorgo se encuentran los taninos
(Jansman et al., 1993; Duodu et al., 2002; Emmambux and Taylor, 2003; Serrano
et al.,, 2009) y las kafirinas (Elkin et al.,1996; Mariscal-Landin et al., 2010),
pudiendo afectar el comportamieto productivo de los animales que consumen

estos cereales.

2.2.2.1. Taninos del grano de sorgo

Los taninos son compuestos polifendlicos de alto peso molecular que se
encuentran en el pericarpio del grano, y su hombre proviene del uso que se les
ha dado para curtir las pieles de los animales (del inglés tanning) (Avellaneda,
1999). Algunos autores describen que la cubierta del sorgo puede presentar una
amplia variedad de colores dependiendo de la concentracion de taninos (Belmar
y Nava, 2005), aunque realmente el color del pericarpio del grano no es un
indicador confiable del contenido de taninos (Dykes y Rooney, 2006). El sorgo es
un cereal Unico debido a la gran cantidad de taninos que puede contener, aunque
no todas las variedades contienen este factor antinutricional (Duodu et al., 2003).
Los sorgos se pueden clasificar en tres categorias dependiendo de su genotipo
y contenido de taninos (Asquith et al., 1983): los sorgos tipo | no tienen
pigmentada la testa y no contienen taninos; los sorgos tipo Il tienen la testa
pigmentada y contienen taninos condensados, mientras que los sorgos tipo Ili
(antipajaros) contienen gran cantidad de taninos que se encuentran no solo en la
testa sino también en el pericarpio (Dykes y Rooney, 2006). La funcion de los
taninos en la planta es retardar el crecimiento de las semillas debido a la
inhibicion de la degradacion del almidén y proteinas. Los taninos protegen al
grano del sorgo de la depredacién de los pajaros y de las infestaciones por

hongos (Reyes et al., 2000).



Por su estructura y reactividad hacia los agentes hidroliticos los taninos se
clasifican en dos grupos: los taninos hidrolizables o &cidos tanicos y los taninos
condensados (Reed, 1995; Avellaneda, 1999; Belmar y Nava, 2005; Lee et al.,
2010) (Figura 2). En el sorgo, los taninos generalmente estan presentes en su
forma condensada y son conocidos como antocianidinas, proantocianidinas o
leucoantocianidinas (Reyes et al., 2000; Fayyaz y Naser, 2015).

Figura 2. Taninos condensados e hidrolizables (modificado de Avellaneda,
1999; Shahidi y Naczk, 2004)
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Los acidos tanicos son facilmente hidrolizables por acidos o por enzimas,
ademas de que son mas solubles en agua que los taninos condensados. Son
ésteres del 4cido gélico y del acido elagico de centros moleculares que consisten
en polialcoholes, tales como los azucares y los fenoles como la catequina. El -
penta-O-galoil-D-glucosa es el acido tanico y es el compuesto modelo para los
taninos hidrolizables. Ademas, se pueden clasificar por el producto de la
hidrélisis, ya que los galotaninos producen acido galico y glucosa y los
elagitaninos producen acido elagico y glucosa. También producen reacciones de
condensacion, por lo que el término de taninos condensados puede ser confuso
(Reed, 1995).

Los taninos condensados (proantocianidinas) se encuentran en el sorgo y no
son susceptibles a hidrolisis. Son polimeros flavonoides (polimeros de enlaces
de flavo-3-ol mediante un enlace de carbdn interflavano que no lo hace
susceptible a hidrdlisis), pero pueden ser degradados oxidativamente en acidos
fuertes para producir antocianidinas (Reed, 1995; Avellaneda, 1999; Belmar y
Nava, 2005).

Ramirez et al. (2005) describen que en México, el 91.7% de muestras
analizadas contenia niveles de taninos inferiores al 1.5% y solo un 1.86% de las
muestras analizadas contenian valores superiores al 3.9% de taninos.

El sorgo puede contener mayor contenido de proteina cruda que el maiz, sin
embargo, su proteina es menos digestible de acuerdo a la cantidad de taninos
presentes. Fialho et al. (2004) indican que el sorgo bajo en taninos puede ser
utilizado para reemplazar el maiz en dietas para cerdos, sin afectar el consumo,
la ganancia de peso y el indice de conversion alimenticia, aunque Gomez et al.
(2009a) indican que generalmente el valor nutricional del maiz es mayor al del
sorgo, aun comparado con sorgos de alta digestibilidad, pero que el sorgo puede
usarse de manera efectiva en las dietas de todas las etapas productivas del
cerdo, solo que hay que formular las dietas ajustando los niveles de energia y de
aminoacidos empleando los coeficientes de digestibilidad ileal aparente o

estandarizada de aminoacidos.



El aprovechamiento de los nutrientes consumidos esta relacionado con la
actividad enzimética durante el proceso digestivo, dicha actividad esta
influenciada por condiciones fisico-quimicas de la digesta y por los componentes
dietarios (Jansman et al., 1994). Los taninos forman complejos con polisacaridos,
proteinas dietarias y proteinas enddgenas. Los taninos se unen a las enzimas
digestivas, aminoéacidos, acidos grasos, hierro y acidos nucleicos, afectando la
utilizacion de la energia y de la proteina, debido a una disminucion de la actividad
de las enzimas digestivas, lo que ha sido validado en estudios in vitro e in vivo
(Jansman et al.,1994; Reed, 1995; Fernandez-Quintela et al.,1998; Reyes et al.,
2000; Santos-Buelga y Scalbert, 2000; Serrano et al., 2009; Jezierny et al., 2011).

Los taninos del sorgo son capaces de unirse y precipitar cantidades de
proteinas en al menos 12 veces su propio peso. Dichas interacciones se dan
mediante puentes de hidrogeno y asociaciones no polares hidrofébicas (Butler et
al., 1984).

En variedades de sorgo con alto contenido de taninos, la formacién de
complejos proteina-taninos es la mayor limitante en la utilizacion de dichas
proteinas (Chibber et al., 1980).

La inclusidn dietaria de niveles elevados de taninos reduce la ganancia de
peso corporal y el consumo de alimento, ya que disminuyen la palatabilidad
debido a sus propiedades astringentes (Jezierny et al., 2010); altera la eficiencia
en la conversion alimenticia y reduce la digestibilidad aparente de la proteina
cruda en cerdos (Jansman et al., 1994; Reyes et al., 2000; Vitti et al., 2005; Lee
et al., 2010). Mariscal-Landin et al. (2004) observaron un efecto detrimental de
los taninos sobre la digestibilidad de las proteinas, cuando éstos se encuentran
en mas de 4% en el grano de sorgo en cerdos de mas de 50 kg de peso vivo
(PV).

Ademas, los taninos disminuyen la digestibilidad de la mayoria de los
aminoacidos esenciales, debido a la formacion de complejos con las membranas
de la mucosa.

Por otro lado, se reporta que los taninos hidrolizables podrian causar efectos

toxicos a nivel sistémico, sobretodo en el higado (Belmar y Nava, 2005), aunque
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faltan estudios en cerdos, ya que la mayoria de los resultados publicados hacen
referencia a ratas y pollos, donde se puede observar higado graso, necrosis
hepética y renal. Respecto a los efectos toxicos sistémicos de los taninos
condensados, no se conoce lo suficiente, ya que se asume gue son relativamente
resistentes a la hidrolisis en el intestino y pasan por él sin absorberse por las
membranas intestinales (Jansman et al., 1993). El consumo de altos niveles de
taninos, incluso puede causar la muerte del animal (Garg et al., 1992).

Otro ejemplo de los efectos que tienen los taninos en el proceso digestivo es
gue la presencia de este factor antinutricional en la alimentacion de cerdos se ha
asociado a un aumento en la excrecion endoégena de N al inicio del proceso
digestivo, ya que en la saliva se secreta una glicoproteina acida rica en prolina
(PRP) (Jansman et al.,, 1993) gracias al efecto astringente de los taninos
presentes en los granos de sorgo (Jezierny et al., 2010). La PRP constituye el
70% de las proteinas salivales (Charlton et al., 2002). Dicha propiedad
astringente se da por la formacién del complejo tanino-PRP (Reed, 1995) que se
precipita (Charlton et al.; 2002). La PRP contiene 40% de prolina y 20% de glicina
y sirve como la primera linea de defensa ante la presencia de taninos en la dieta
(Mehansho et al., 1985), ya que los taninos muestran una particular preferencia
por unirse al aminoacido prolina. En la Figura 3 se muestra un esquema de las
fases en que ocurre la unién y precipitacion de los polifenoles al unirse a las
proteinas salivales ricas en prolina. Se observa que inicialmente se forma un
complejo soluble (a), posteriormente al unirse mas polifenoles, dos péptidos
solubles se unen mediante interacciones polifenoles-proteinas y dicho complejo
se vuelve insoluble (b), finalmente los complejos insolubles forman agregados
gue precipitan (c) (Charlton et al., 2002). Otra de las proteinas secretadas en la
saliva y a las cuales se unen los taninos, es la histatina, que contiene una alta
proporcion del aminoacido histidina (Naurato et al., 1999). De esta manera, los
efectos detrimentales de los taninos en la digestion enzimatica estomacal e
intestinal disminuyen. La arginina es otro de los aminoécidos cuya digestibilidad

ileal se ve disminuida por la presencia de los taninos, porque dicho aminoacido
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potencializa la union entre la proteina y los taninos formando un sitio adicional de

interaccién (Charlton et al., 2002).

Figura 3. Representacion esquematica de la interaccién taninos-PRP
(modificado de Charlton et al., 2002)
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2.2.2.2. Kafirinas del grano de sorgo

Avellaneda (1999) y Bansal et al. (2008) describen que las proteinas del
grano de sorgo se han clasificado segun su solubilidad en albuminas (solubles
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en agua), globulinas (solubles en soluciones salinas), prolaminas (solubles en
alcohol) y glutelinas (solubles en soluciones bésicas). Las prolaminas son las
proteinas mas abundantes en los granos de cereales, por lo que son una fuente
importante de proteina para los humanos y el ganado (Bansal et al., 2008). Las
principales prolaminas del sorgo son las kafirinas, que son las proteinas mas
abundantes del grano de sorgo, conformando el 70-80% de las proteinas del
endospermo (Mazhar et al.,1993; Nunes et al., 2005; Wong et al., 2009) y el 40-
55% de las proteinas totales en el grano maduro, ademas de que contienen
elevados niveles de prolina y glutamina (Bansal et al., 2008; De Mesa-Stonestreet
et al., 2010), que en conjunto suman el 30% de los residuos totales en las
fracciones totales de kafirinas (Belton et al., 2006). Johns y Brewster (1916)
fueron los primeros en identificar y acufar el nombre de kafirinas.

El contenido de kafirinas en el grano de sorgo depende de factores
agronomicos y genéticos (Hicks et al., 2001). Basados en diferencias de
solubilidad, de peso molecular, de estructura y de composicion de aminoacidos
(Bansal et al., 2008), las kafirinas se han clasificado en a, 3, v y 6 (Cuadro 1;
Figura 4). Para separar y analizar dichas fracciones, se pueden emplear geles de
electroforesis (Hamaker et al., 1995; El Nour et al., 1998; Duodu et al., 2002;
Nunes et al., 2005) y por lo tanto, la técnica de Western blot también se puede
utilizar para analizar las diversas fracciones empleando anticuerpos especificos
(Mazhar y Chandrashekar, 1995; Wong et al., 2010).

Las kafirinas o representan 66-84%, las kafirinas  8-13%, las kafirinas y 9-
21% de las kafirinas totales (Chamba et al., 2005; Wong et al., 2009; De Mesa-
Stonestreet et al., 2010) y las kafirinas & se encuentran en bajos niveles y no han
sido caracterizadas a nivel de proteina (De Mesa-Stonestreet et al., 2010; Pontieri
et al., 2013).

Las kafirinas se encuentran formando cuerpos proteicos (Duodu et al., 2003)
gue son acumulos proteicos circulares con un diametro promedio entre 0.4 a 2
um que se encuentran en el endospermo del grano (Selle et al., 2010). Las
kafirinas a se localizan en la parte central del cuerpo proteico (Oria et al.,1995;

loerger et al., 2007; De Mesa- Stonestreet et al., 2010), mientras que las kafirinas
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By las kafirinas y, se encuentran localizadas en la periferia del cuerpo proteico o

como una inclusién en el mismo (Chandrashekar y Mazhar, 1999; Taylor et al.,

2007). Sin embargo, Selle et al. (2010) describen que no en todas las variedades

de sorgo las kafirinas o son las mas abundantes, lo cual impacta en el perfil de

aminoacidos dependiendo de la proporcién de las fracciones de kafirinas en el

grano de sorgo; el contenido de aminoacidos basicos (arginina, histidina y

especialmente lisina) esta en bajas concentraciones en las diversas fracciones

de kafirinas. La concentracion de metionina es elevada en las kafirinas ,

mientras que las kafirinas y son ricas en prolina y cisteina.

Cuadro 1. Clasificacion y peso molecular de las kafirinas

et al., 2010

Autor Kafirinas a | Kafirinas B | Kafirinas y | Kafirinas &

(kDa) (kDa) (kDa) (kDa)

Mazhar y 24-28'y 19 27 -

Chandrashekar, 1995 22

Hamaker et al. (1995); 23y 25 16, 18, 20 28 -

Oria et al. (1995);

Duodu et al. (2002)

Chandrashekar y 23y 25 19 27 -

Mazhar, 1999

Emmambux y Taylor 23y 25 20 28 -

(2003); Nunes et al.

(2005)

Belton et al., 2006 26-27 18.74 20.2 12.9

Bansal et al., 2008 23y 25 | 15,17y 18 28 -

Wong et al., 2009 23y 25 20 28 -

De Mesa-Stonestreet 23y 25 18 20 13

Una alta proporcion de las kafirinas o totales son extraibles en solucion

alcohdlica como una mezcla de mondémeros, oligobmeros y polimeros, pero

algunas subunidades estan presentes en polimeros insolubles y sélo se pueden

extraer en condiciones de reduccion (Belton et al., 2006).
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Figura 4. SDS-PAGE de kafirinas totales del grano de sorgo sin reducir,
extraidas con terbutanol al 60% (modificado de Belton et al., 2006)
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Elkin et al. (1996) mencionan que la baja digestibilidad proteica del sorgo se
presenta aun en variedades con bajo contenido de taninos y Oria et al. (2000)
mencionan que dichos sorgos son los que mas se cultivan en el mundo, por lo
gue la naturaleza o perfil de las proteinas es uno de los factores responsables de
la digestibilidad baja del grano de sorgo. La cantidad y calidad nutricional de las
proteinas del grano de sorgo dependen principalmente de la concentracion de
kafirinas (Salinas et al.,, 2006). Los factores que contribuyen a la pobre
digestibilidad del sorgo se pueden dividir en factores enddgenos y exdégenos

(Duodu et al., 2003). Existen factores exdgenos como interacciones de las
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proteinas del sorgo con componentes no proteicos como polifenoles,
polisacaridos no amilaceos, almidon, fitatos y lipidos; asi como factores
enddgenos como la naturaleza de la proteina y su organizaciéon dentro del grano
de sorgo (Fernandez-Quintela et al.,1998; Jondreville et al., 2001; Duodu et al.,
2003) que también se deben considerar para entender y comparar la
digestibilidad de los nutrientes del grano de sorgo contra otros granos de
cereales.

La estructura u organizacion de las proteinas del grano de sorgo es uno de los
principales factores que afectan la digestibilidad de este cereal (Duodu et al.,
2003). Posterior a su sintesis, las kafirinas se dirigen al reticulo endoplasmico
rugoso donde son acumuladas y empacadas en cuerpos proteicos (Figura 5) de
aproximadamente 1 um de diametro (Taylor et al., 1985). Hicks et al. (2001)
indican que la ubicacién de los diferentes tipos de kafirinas en los cuerpos
proteicos y el tipo de kafirina afectan la digestibilidad proteica del sorgo. Las
kafirinas a, debido a su ubicacion en el interior y parte central del cuerpo proteico,
ademas de ser las mas abundantes, presentan dificultad para ser hidrolizadas
por las enzimas digestivas, a diferencia de las kafirinas y y B que se encuentran
en la porcién periférica de dichos cuerpos proteicos (Oria et al., 1995, 2000). De
igual manera se debe considerar que las kafirinas son proteinas hidrofébicas
(Xiao et al., 2015), lo que indica que son menos solubles que las proteinas
presentes en otros cereales.

Las kafirinas contienen grandes cantidades de prolina, amino&cido con gran
afinidad para unirse a los taninos y fomentar la formacién de los complejos
taninos-kafirinas (Taylor et al., 2007; Baxter et al., 1997; Piluzza et al., 2013), por
lo que Taylor et al. (2007) y De Mesa- Stonestreet et al. (2010) describen que los
taninos del sorgo se unen preferentemente a las kafirinas y, mas que a las
kafirinas a y kafirinas 3, debido a su alto contenido de prolina. Otra afectacion en
el proceso digestivo por el tipo de kafirina es el hecho de que las kafirinas y son
resistentes a la accion de la enzima pepsina, lo que disminuye su digestibilidad y

ocasionan una mayor secrecion de tripsina (Mariscal-Landin et al., 2004).
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Figura 5. Micrografia electronica de los cuerpos proteicos (s) y almidon (pb)
(Duodu et al., 2002)

Las kafirinas también forman dimeros, trimeros y polimeros (Figura 4) (Nunes
et al., 2005; Belton et al., 2006) afectando la capacidad de hidrdlisis de la enzimas
digestivas. También, el proceso de digestion enzimatica se da en un ambiente
acuoso, al ser las kafirinas las proteinas mas abundantes del sorgo y solubles en
alcohol, estas proteinas son menos accesibles al proceso digestivo (Duodu et al.,
2003). Asi, las kafirinas son las ultimas proteinas del sorgo en ser digeridas
(Hamaker et al., 1986).

Ademas, se debe considerar que las kafirinas son las proteinas mas
abundantes del sorgo y son consideradas de una baja calidad nutricional, muy
heterogéneas, deficientes en aminoacidos basicos especialmente en lisina, asi
como en treonina y triptéfano, ricas en leucina, prolina y &cido glutdmico (Salinas
et al., 2006; Liu et al., 2013). Concentraciones altas de kafirinas en el grano de
sorgo afectan negativamente la energia metabolizable (Salinas et al., 2006), la

digestibilidad de la proteina y el almidon (Serna-Saldivar y Rooney, 1995).
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En resumen, sorgos con elevada concentracion de kafirinas podrian ser menos
digestibles que aquellos con una baja concentracion de ellas, por lo que un
consumo elevado de kafirinas afectara la disponibilidad de nutrientes como
aminodcidos, pudiendo afectar, al igual que lo taninos, la expresion de genes
como el elF2B1 y elF4e relacionados con el inicio de la sintesis de la proteina a

nivel del muasculo (Liu et al., 2014), en cerdos en crecimiento-finalizacion.

2.3.Implicaciones de los componentes dietarios sobre la fisiologia

digestiva

Ademas de la cantidad de proteina que se aporta en la dieta, es importante
considerar el perfil de los aminoacidos, ya que el uso y necesidades de los
aminoacidos cambian de acuerdo a la edad del animal (Mejia et al., 2007). Por
ejemplo, en la etapa de mantenimiento de los sementales, las necesidades de
lisina pasan a ser menores que en la etapa de crecimiento y la remocion de lisina
de la dieta de cerdos adultos tiene una minima influencia en el balance de N
cuando se compara con la remocién de los aminoacidos azufrados y de la
treonina (Millward, 1997). La elevada necesidad de treonina se relaciona con la
sintesis de mucinas en el intestino; la de los aminoacidos azufrados
(principalmente cisteina) con la sintesis de proteina del tejido epitelial como el
pelo, epidermis y pezuias (Baker, 2005).

Como ya se mecioné anteriormente, dentro de los componentes quimicos que
pueden afectar el proceso digestivo se encuentran los taninos condensados, que
reducen la disponibilidad bioldgica y la digestibilidad de uno o mas nutrientes,
ocasionando disminucién del consumo de alimento y de la funcién digestiva
(D"Mello, 2000). También es importante considerar aspectos propios de la
proteina como la solubilidad de las mismas, ya que en el caso de cereales, estos
son ricos en prolaminas (en el sorgo llamadas kafirinas), que son solubles en
alcohol y pueden afectar la digestibilidad de sus proteinas (Figura 6). La

presencia de taninos y kafirinas en el sorgo puede ocasionar un incremento de la
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secrecion de proteinas enddgenas (sintetizada en el organismo) como enzimas
y mucinas, mas que el trigo, maiz, cebada y centeno (Jondreville et al., 2001).
Los multiples aspectos que afectan la funcionalidad del tracto gastrointestinal
(TGI) abarcan no sélo a los factores antinutricionales, sino también el proceso
digestivo (grado y sitio de digestion, actividad microbiana), proceso de absorcion
(grado, sitio y tipo de transportadores), procesos secretorios (enzimas digestivas,
moco, inmunoglobulinas), actividad metabolica mucosa (masa de tejido,
recambio, proliferacién, reparacién, respuesta inmune) y tipo de nutrientes

suministrados a la mucosa (suministro del lumen y por sangre arterial).

Figura 6. Algunos factores dietarios que afectan el aprovechamiento de la

proteina dietética

Cerca del 10% de la sintesis total de proteina en la mucosa del TGI se
relaciona con la sintesis neta de proteina de la mucosa y el resto es secretada al
lumen como enzimas digestivas, moco, inmunoglobulina y células de
descamacion. Por tanto, los factores nutricionales que estimulan la funcién
secretora del TGl pueden afectar la tasa de utilizacién de los nutrientes.

Los tejidos de la pared del TGI tienen una actividad metabdlica relativamente

elevada comparada con otros tejidos corporales. Comparado con la proteina en
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el masculo esquelético, la tasa de sintesis de proteina y la tasa de degradacion
de proteina en el TGl es mucho mas elevada. Una amplia fraccion de las
secreciones enddgenas del TGI seran digeridas y reabsorbidas por la pared del
TGl (reciclaje); sin embargo, los procesos de sintesis y absorcion tienen un costo
energeético, y por tanto de nutrientes (Bannink et al., 2006).

Los tejidos del TGI de cerdos en crecimiento emplean 50% de los aminoacidos
dietarios, incluyendo 30-50% de lisina, leucina y fenilalanina, asi como el 60% de
treonina (Wang et al., 2007). Inclusive Burrin et al. (2000) mencionan que del 60
al 85% de la treonina dietaria se utiliza en el intestino.

Entre menos se aproveche digestivamente la dieta por parte de los animales,
la eliminacién de desechos por parte del animal al medioambiente sera mayor
(Goémez et al., 2007) y dadas las condiciones medioambientales actuales es un
factor que se debe considerar en la industria porcina.

En cerdos se puede disminuir la cantidad de proteina dietaria si se afladen
aminoacidos cristalinos, por cada unidad porcentual que se reduce la proteina
cruda, las pérdidas totales de nitrégeno (excremento y orina) se pueden reducir
en aproximadamente 8% (Kerr y Easter, 1995; Anindo et al., 2015).

Los factores ligados al animal y al alimento influyen directamente sobre la
composicién quimica de las excretas, ya que la excrecidon corresponde a la
proporcién de un nutrimento contenido en el alimento que no es retenido por el
animal (Dourmand, 1991); la cantidad retenida depende de la composicién del
alimento y de la capacidad del animal en depositar o fijar los diferentes

nutrimentos, principalmente el nitrégeno y fésforo (Gomez et al., 2007).
2.4.Crecimiento corporal del cerdo
En el proceso de producciéon de carne, dependiendo de la especie animal y de
otros factores, de 50 a 70% de los costos de produccion se relacionan con la

alimentacion, por lo que se debe maximizar la eficiencia en la conversion

alimenticia. La conversion alimenticia representa la interaccion entre la tasa de
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ganancia corporal, la naturaleza del tejido depositado y las ineficiencias de los
procesos digestivos (Garcés, 2010; NRC, 2012).

El crecimiento es el proceso esencial de la industria de la produccién de carne
y es un proceso normal de incremento de tamafio de un érgano, producido por la
acumulacion de tejidos similares en composicion a los del tejido original. El
incremento del tamafio se logra por hipertrofia (aumento del tamafio de las
células existentes) o por hiperplasia (produccion o multiplicacion de nuevas
células) (Garceés, 2010).

La sintesis de proteina es responsable de los procesos de crecimiento,
desarrollo y diferenciacion prenatal y posnatal. Tanto la sintesis y la degradacion
de proteina tisular son dos procesos opuestos y complejos, ademas de que estan
controlados por una variedad de sefiales hormonales, fisicas y quimicas que
tienen como resultado el crecimiento de los animales inmaduros o el
mantenimiento del balance proteico en el animal adulto. ElI desbalance que
resulta de ajustes en la sintesis o degradacién es la causa de la ganancia o
pérdida de proteina tisular (Mortimore y Kadowaki, 2001; Garcés, 2010; Yin et al.,
2013).

Los diferentes tejidos y partes del cuerpo crecen, se desarrollan y maduran a
diferente velocidad (Davis et al., 2008). Durante el desarrollo del animal, desde
la etapa inicial hasta la senectud, existen prioridades en el uso de nutrientes por
parte de los tejidos corporales (Garcés, 2010). Inicialmente el tejido con mayor
prioridad de crecimiento es el tejido nervioso, luego el 6seo que va a dar sostén
a los demas tejidos, posteriormente el tejido muscular tiene prioridad sobre el
graso, pero conforme se acerca la madurez, el tejido graso comienza a tener un
crecimiento dominante sobre el muscular (Goémez et al., 2007). Durante su
maxima tasa de crecimiento, cada tejido tiene prioridad en el uso de nutrientes
(Garceés, 2010). El desarrollo del TGI del cerdo, a diferencia de otras especies,
se desarrolla poco durante la vida fetal y se acelera después del nacimiento, ya
gue se incrementa su longitud, didmetro y peso en los primeros dias de vida,
maximizandose el crecimiento una vez que se destetan. EI TGl alcanza la

madurez alrededor de las doce semanas de vida (Reis et al., 2012).
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La curva de crecimiento postnatal es sigmoidea y es similar en todas las
especies (Figura 7). Durante el periodo posterior al nacimiento, el animal tiene
una fase de crecimiento muy lento, que se continua con una fase de crecimiento
muy rapida en la cual la tasa de incremento en tamafio es casi constante y la
inclinacion de la curva practicamente no cambia. Durante los ultimos estadios de
esta fase, las tasas de crecimiento de musculos, huesos y 6Organos vitales
disminuye y se acelera la acumulacion de grasa. Finalmente, a medida que el
animal alcanza la madurez el crecimiento disminuye (Garcés, 2010; Yin et al.,
2013).

Figura 7. Curva de crecimiento y composicion quimica en cerdos castrados
(Casas et al., 2010)
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Desde el nacimiento a los 100 kg de PV, aproximadamente el cerdo

incrementa entre 65-75 veces su peso corporal, el peso del tejido 6éseo se
incrementa 30 veces, el tejido muscular 81 veces y el tejido adiposo mas de 600
veces (Desmoulin, 1986). Las reservas lipidicas al nacimiento son casi

inexistentes (1-2%). La deposicién de grasa se convierte en la parte principal de
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la ganancia diaria de peso a partir de los 50 kg PV. Las proteinas representan
11-12% del peso al nacimiento y 15-16% a los 100 kg PV. La eficiencia en la
deposicion de tejido magro disminuye a apartir de los 60-70 kg PV. El contenido
de agua varia en relacion inversa a la de los depdsitos grasos (Mariscal, 1994;
Benito et al., 2000; Juncher et al., 2001).

El crecimiento del lechén hasta los 70 d de edad (con un peso aproximado de
30 kg) esta mas influenciado por el ambiente y por los genes maternos, que por
los propios genes del lechdn (Solanes et al., 2004). Se debe considerar que de
forma general la distribucién de nutrientes en el cerdo esta influenciada por el
genotipo, el sexo, estatus hormonal, etapa de crecimiento, asi como por factores
medioambientales como el manejo alimenticio y el clima (Claus y Weiler, 1994;
Carrol et al., 1999). En el cerdo durante la etapa de crecimiento (menos de 60 kg
PV), la ingesta de energia determina la tasa de deposicion de proteina corporal
(Schinckel y Lange, 1996). En los cerdos mas pesados el genotipo determina la
deposicion de proteina corporal, aunque también el peso, edad, sexo, ambiente,
estado inmunitario y nutricién influyen en esta capacidad (Braun et al., 2007;
Schinckel et al., 2003). Los cerdos mayores de 60 kg presentan una menor
eficiencia alimenticia y una mayor deposicién de tejido graso que los animales de
menor peso (Corino et al., 2008; Schinckel y Lange, 1996).

La interaccion entre fatores genéticos, ambientales y nutricionales provocara
una respuesta fisioldgica en el cerdo que se traducira en cémo el animal haré uso
de los nutrientes para dirigirlos hacia funciones de mantenimiento (produccién o
disipacion del calor, crecimiento de la piel, produccion de anticuerpos, etc.),
funciones reproductivas (interaccion con otros animales, desarrollo del tracto
reproductor, etc.), o para el crecimiento de los tejidos (Ferrando y Boza, 1990;
Gomez et al., 2007). El crecimiento de los diferentes tejidos corporales y su
composicidn quimica, dictaran la eficiencia del crecimiento y la calidad de la carne
producida. Generalmente se hace referencia al peso vacio (aquel que no incluye
el contenido gastrointestinal) que aproximadamente equivale al 95% del peso, el
otro 5% del peso es alimento que esta siendo digerido, heces fecales en

formacion y agua de desecho. Los principales componentes quimicos del peso
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vacio de un cerdo varian con la edad (Cuadro 2) y para llegar al peso de venta
desde su nacimiento, un cerdo tendra que incrementar su talla 80 veces. El
crecimiento del cerdo tiende a ser alométrico (el crecimiento de una parte del
cuerpo siempre guarda la proporcién con el resto del cuerpo) por lo que la masa
O0sea siempre guarda proporcion con la masa muscular, pero la grasa es la
excepcion a la regla, ya que éste tejido es en extremo variable y no guarda

ninguna proporcion con la masa muscular (Gémez et al., 2007).

Cuadro 2. Composicion quimica aproximada del cerdo en diferentes pesos
(Gomez et al., 2007)

Componente (%) Peso vivo (kg)

1.4 7 28 112
Agua 77 66 69 56
Proteina 18 16 16 16
Grasa 2 15 12 25
Cenizas 3 3 3 3
Aumento de talla 1 5 20 80

La acumulacién de grasa en la canal del cerdo ha tratado de reducirse
mediante el uso de dietas con perfiles nutricionales mejor balanceados
(energia:proteina), lo que ha demostrado ser mas eficiente en etapas mas
tempranas de la engorda del animal (menos de 60 kg PV) (Schinckel y Lange,
1996). En cerdos de mayor peso, esta estrategia no es tan eficiente porque el
cerdo tiene un apetito mayor que el que se requiere para satisfacer el nivel de
nutrientes para el crecimiento magro, por lo que este incremento en el consumo
de energia resulta en la deposicion de grasa (Hinson et al., 2011; Fraga et al.,
2008). En la actualidad el consumidor solicita carne magra para disminuir
problemas de salud como colesterol elevado en sangre, enfermedades
coronarias y metabdlicas, que han sido asociadas a una ingesta de grasa animal
saturada (Sumano et al.,, 2002). En un cerdo con un peso de 122 kg PV,

aproximadamente 100 kg corresponden a la canal y esa canal rendiria
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aproximadamente: 6 kg de piel, 12 kg de hueso, 15-36 kg de grasa y 50-62 kg de
tejido magro (que contiene entre 4-10% de grasa) (Gomez et al. 2007).

2.4.1. Proteinas del musculo esquelético

El musculo constituye un tejido altamente organizado a nivel morfolégico y
bioquimico, y su objetivo es transformar la energia quimica en movimiento
mecanico y trabajo (Badui, 2006). Con excepcion de los animales que contienen
cantidades excesivas de grasa, el musculo esquelético constituye la mayoria del
peso de la canal de los animales productores de carne (35 a 65%) (Coria, 2014).
Existen mas de 600 musculos en el cuerpo animal que varian en forma, tamafo
y funcién. Son érganos que se adhieren directa o indirectamente a los huesos,
algunos se adhieren inicialmente a ligamentos, a fascia, a cartilagos o a piel (Xia
et al., 2009; Garcés, 2010). La unidad estructural de musculo esquelético es la
célula especializada denominada fibra muscular. Las fibras musculares
constituyen del 72 al 95% del volumen total del musculo, mientras que los tejidos
conectivos, vasos sanguineos, fibras nerviosas y fluido mextracelular completan
el resto del volumen, siendo la mayor parte de éstas el fluido extracelular (Garcés,
2010).

Coria (2014) describe que a nivel muscular la composicion de proteinas es la
siguiente:

- Proteinas miofibrilares (54% miosina y 27% actina principalmente): 50%.
Principales responsables de la retencidn del agua en la carne. El 70% del
contenido de agua se ubica en los espacios existentes entre los filamentos
gruesos y delgados de la miofibrilla, el 20% en el sarcoplasma 'y 10% en el
tejido conjuntivo y espacios extracelulares (Badui, 2006).

- Proteinas sarcoplasmicas (mioglobina, enzimas, etc.): aproximadamente
30%.

- Proteinas del tejido conectivo (colageno, elastina, etc.): aproximadamente
20%.
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La miosina contiene gran cantidad de aspartato y glutamato, asi como
aminoacidos basicos, se encuentra altamente cargada y presenta alta afinidad
por los iones calcio y magnesio (Coria, 2014). El peso de la miosina es de
aproximadamente 500 kDa y esta formada por dos cadenas proteicas enrrolladas
entre si, que presentan sobre todo hacia uno de sus extremos, varias zonas ricas
en o hélice y en el otro extremo varios grupos -SH que actdan con la actina
(Niinivaara y Antila, 1973). La miosina participa en la contraccion muscular
dependiente de ATP.

La actina es portadora de una molécula de ATP que es empelada por la
miosina, transformando la energia quimica en mecanica. Estd conformada por
gran cantidad de triptéfano y cisteina.

La mioglobina es la principal responsable del color de la carne, esta formada
por aproximadamente 150 aminoacidos dentro de los cuales los mas abundantes
sin lisina e isoleucina, y un grupo prostético hemo que tiene un atomo de hierro y
un anillo de porfirina. Es una proteina extremadamente compacta y globular en
la que la mayoria. Es el almacén de oxigeno en el musculo (Creighton, 1993).

El colageno es una proteina que incrementa su concentracion conforme
aumenta la edad del animal. Esta formada por 30% de glicina 'y 35% de prolina e
hidroxiprolina. Es la proteina mas abundante en los mamiferos y forma parte del
epimisio, endomisio y perimisio. Alrededor del 90% del coldgeno intramuscular
se encuentra en el perimisio. Es el componente mayoritario del tejido conectivo
muscular (Bosselmann et al., 1995); y se caracteriza por tener baja capacidad de

retencién de agua (Salazar, 2006).
2.4.2. Desarrollo muscular esquelético del cerdo
Existen tres tipos de musculo en el cuerpo: esquelético (estriado y voluntario),
cardiaco (estriado e involuntario) y liso (no estriado e involuntario) (Banks, 1996).

El musculo esquelético supone el 40% del cuerpo, mientras que el 10%

corresponde al cardiaco y liso.
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El nimero de células musculares en un individuo queda fijo desde antes de
nacer (Sato, 2016), por lo que la tnica manera en que crecera el masculo a partir
del nacimiento es por hipertrofia (aumento en el volumen a lo largo y ancho de
los musculos) (Gémez et al., 2007). El crecimiento postnatal est4 determinado
por la diferencia entre dos procesos dinamicos: la tasa de sintesis y la tasa de
degradacion de la proteina (NRC, 2012). Asi, durante el desarrollo muscular
postnatal, la tasa de sintesis excede la tasa de degradacion. Conforme
incrementa la edad del cerdo, tanto la tasa de sintesis como de degradacién
disminuyen, hasta llegar a ser iguales en animales adultos (Andersen et al., 2005;
Yin et al., 2013). La tasa de recambio de proteinas también esta relacionada con
el tipo de fibra muscular, por ejemplo, en las fibras de contraccion lenta es mayor
gue en las fibras de contraccion rapida (Andersen et al., 2005).

El mayor incremento en el tamafio del masculo sucede después del nacimiento
(Yin et al., 2013). Las fibras musculares crecen por aumento en su diametro y su
longitud (Jiao et al., 2011).

Después de que los animales se han desarrollado, el tamafio del masculo
puede aumentar por hipertrofia (Oksbjerg et al., 2004) producida por el trabajo o
disminuir (atrofia) debido a la inactividad. A medida que los animales envejecen
disminuye el nimero total de fibras musculares debido a la atrofia y el resto de
las fibras se vuelve més grande (Garcés, 2010).

El crecimiento de las masas musculares depende de la energia disponible para
crecimiento y hay que considerar que en cerdos jovenes la eficiencia con la que
depositan la proteina es alta y conforme se incrementa el consumo de alimento
se incrementa la deposicion de tejido graso, por lo que se pierde la eficiencia en
el uso de la energia para crecer (Gémez et al., 2007). El tejido muscular maduro
estd formado por agua (75%), proteinas (20%), grasa (3%), carbohidratos y
minerales (2%). Un incremento en la cantidad de proteina depositada, resultara
en el aumento de la masa muscular (hipertrofia). La velocidad con la que un cerdo
deposita proteina en su cuerpo (en forma de muasculo principalmente), es el factor
mMAas importante para determinar los requerimientos de aminoacidos en la dieta.

Animales jovenes o relativamente mas magros tenderan a tener requerimientos
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superiores a los de aquellos mas viejos 0 menos magros; pero esto no funciona
en sentido inverso, el dar dietas mas concentradas (arriba de los requerimientos
del animal), no va a producir animales mas magros, sino que reducira la eficiencia
en el uso de los nutrientes, por lo que la alimentacién por fases ayuda a
incrementar la eficiencia de la produccion, ya que los requerimientos del animal
cambian al incrementarse su edad. La deposicion de tejido magro se va
reduciendo conforme avanza la edad y el de grasa se incrementa (Gémez et al.,
2007).

El masculo esquelético es el tejido mas grande del cuerpo animal. Desde la
perspectiva fisioldgica, el musculo esquelético es el mayor depdsito de proteina
(mas del 50% de la proteina corporal total) y de aminoacidos libres en el cuerpo,
y las visceras contienen el 15% de la proteina corporal (Rooyackers y Nair, 1997;
Gomez et al., 2007).

El uso de dietas altas en proteina es una manera de reducir la energia
disponible para depositar tejido graso, pero estas dietas van en contra de la
eficiencia de produccion (costo elevado de la proteina, reduccion en la eficiencia
del uso de la proteina y energia, asi como afectacion al medio ambiente) (Gémez
et al. 2007, 2009b).

2.4.3. Factores que afectan el desarrollo corporal y muscular

esquelético del cerdo

Aparte de la fase de crecimiento del animal, otros factores que influyen en la
sintesis de proteina y grasa son el sexo, el consumo de nutrientes (de manera
particular de la presencia de aminoacidos) y la regulacion hormonal como la
secrecion de insulina (Rooyackers y Nair, 1997; Brameld et al., 1999; Garcés,
2010; Drew et al., 2012; Martinez et al., 2013).

Los aminoacidos no son solo sustratos para la sintesis de proteinas, sino que
en afos recientes se ha estudiado su capacidad de modular sefiales

intracelulares que involucran hormonas que promueven el crecimiento como la
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insulina y el factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 1, por lo que los
aminoécidos también regulan la sintesis de proteinas (Kimball y Jefferson, 2005).

Tras la ingestién de alimentos, se libera la insulina, que es la principal hormona
reguladora del contenido de glucosa en sangre. Estudios diversos en cerdos,
indican que los niveles séricos de insulina se ven influenciados por la
composicion quimica de la alimentacion. El consumo de dietas con bajo nivel
proteico disminuye los niveles plasmaticos de esta hormona (Martinez et al.,
2013).

El aumento posprandial en las concentraciones circulantes de glucosa y/o
algunos aminoéacidos (Figura 8), asi como un aumento en la concentracion
circulante de glucosa y aminoacidos (principalmente arginina y leucina) o ciertos
acidos grasos (acido oleico y palmitico) estimulan la secrecién de insulina (Mejia
et al., 2007; Yin et al., 2010, 2011; Kong et al., 2012). La arginina y leucina son
de particular importancia en el incremento del inicio de la traduccion y sintesis de
proteinas (Yao et al., 2008). Parte de los efectos de la insulina como mediador
importante de la sintesis proteica en el masculo, es que modifica el suministro de
nutrientes a los musculos a través de un efecto vasodilatador directo, que
aumenta el flujo sanguineo, y de la reduccion de las concentraciones arteriales
de glucosa y aminoécidos. La insulina incrementa el transporte de aminoacidos
y proteosintesis, disminuye la protedlisis muscular, por lo que es el factor méas
importante en la regulacion del balance proteico, particularmente del anabolismo
del masculo esquelético. El crecimiento rapido y la condicion magra se asocia
con el aumento de la sensibilidad de los muasculos hacia la insulina y el
incremento del metabolismo energético de tipo glucolitico en el musculo. La
disminucién a la sensibilidad de la insulina en el musculo esquelético induce un
incremento en los niveles plasmaticos de insulina, lo que provoca falta de
crecimiento y mayor cantidad de grasa en la canal. La resistencia a la insulina se
relaciona con la edad (a mayor edad menor tolerancia a la glucosa), con el
manejo alimenticio (los niveles plasméaticos de glucosa e insulina aumentan con
la frecuencia alimenticia) y puede inducirse con factores nutricionales como el

exceso de grasa o carbohidratos en la dieta (Garcés, 2010).
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Existen otras hormonas y neurotransmisores que también influencian la
secrecion de insulina (Sutter, 1982). Hormonas como el glucagén y la
somatostatina, asi como neuropéptidos gastrointestinales que son liberados
durante la digestion del alimento, exposicidn crénica a concentraciones elevadas
de hormonas como la hormona de crecimiento, el cortisol y los estrogenos,
aumentan también la secrecion de insulina. Ademas de jugar un rol importante
en la regulacién de la glicemia, la insulina ejerce acciones anabdlicas, ya que
estimula el transporte de glucosa y aminoacidos a nivel celular y la lipogénesis.
La insulina también ejerce acciones anticatabdlicas (inhibe la lipdlisis, la
gluconeogénesis, la cetogénesis, etc. en sus diferentes tejidos blanco (Mejia et
al., 2007). La insulina estimula el transporte intracelular de aminoacidos a nivel
hepatico y muscular, favorece el uso de aminoacidos para la sintesis proteica en
el tejido muscular (Sato, 2016), y ejerce un efecto de retroalimentacién negativa

sobre su propia secrecion (Mejia et al., 2007).

Figura 8. Secrecién de insulina en respuesta al consumo de alimento y

algunos de los efectos metabdlicos de esta hormona a nivel tisular (Mejia et al.,

2007).
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Otra hormona que influye en el metabolismo del madsculo esquelético es la
hormona de crecimiento, la cual aumenta la intensidad de algunos procesos
metabdlicos que emplean energia, principalmente la sintesis de proteina
(Hayashi y Proud, 2007).

2.5.La alimentacién y su relacion con la expresién de genes

Promover el crecimiento, el desarrollo muscular y la eficiencia alimenticia son
los principales objetivos de la produccidn porcina. La optimizacion de la dieta para
incrementar el crecimiento, mantener la salud y minimizar las consecuencias de
enfermedades es muy importante (Suryawan et al., 2011).

Los cerdos requieren energia, aminoacidos esenciales (lisina, arginina,
histidina, leucina, isoleucina, valina, fenilalanina, treonina, triptéfano, metionina)
y proteina (que cubra las necesidades de los aminoacidos no esenciales), acidos
grasos esenciales (linoleico y linolénico), vitaminas y minerales (NRC, 1998).

La nutricion, que esta relacionada con la disponibilidad de nutrientes a nivel
celular, tiene relacion directa con la expresion de los genes, ya que dichos
nutrientes estan involucrados en la regulacion del desarrollo de los animales
(Brameld et al., 1995, 1999; Bauer et al., 2011; Sato, 2016). La nutrigenémica es
la rama de la ciencia que estudia esta relacion, con el objeto de identificar y
entender las interacciones a nivel molecular entre los nutrientes y otras moléculas
dietarias bioactivas con el genoma y las consecuencias funcionales en la
expresion de los genes (Liu y Qian, 2011); lo cual proporciona una base para la
comprension de la actividad biolégica de los componentes dietéticos. La
traduccion del RNAm representa el ultimo paso del flujo genético y define el
proteoma. La regulacién de la traduccién es fundamental para la expresion
génica, en particular bajo un exceso o deficiencia de nutrientes (Liu y Qian, 2011).

El desarrollo de la nutricion proteinica de los cerdos se inicio cuando se
formulaba la dieta en base a proteina total, después debido a la aparicidén de los
aminoacidos cristalinos se analizaron los requerimientos de aminoacidos

esenciales y se formularon dietas bajas en proteina suplementadas con lisina
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(primer aminoacido limitante) (Baker et al., 1975). Posteriormente, surgio el
concepto de proteina ideal, que se basa en una relacion de los aminoacidos
esenciales con respecto a la lisina y de ésta respecto a la proteina dietaria, lo que
permite disminuir el nivel de la proteina sin afectar el comportamiento productivo
y soOlo se debe considerar el sexo y calidad genética del animal (Gomez et al.,
2007).

El rol de los aminoacidos como precursores de la sintesis de proteinas
musculares ha sido reconocido durante décadas (Kobayashi et al., 2003; Kimball
y Jefferson, 2005; Liu et al., 2014). Las modificaciones nutricionales afectan la
deposicion de proteina en el tejido muscular (Liu et al., 2014). Cerdos
alimentados con dietas elevadas en el contenido de proteina (18%) incrementan
la deposicion de tejido muscular esquelético (Ruusunen et al., 2007).

La estimulacion inducida por la alimentacion sobre la sintesis de proteina
muscular es modulada por una mayor sensibilidad, que se da de modo
postprandial a la insulina y amino&cidos (Kimball et al., 2000; Avruch et al., 2006;
Jeyapalan et al., 2007; Suryawan et al., 2007; Davis et al., 2008).

Las camadas de cerdas sometidas a una restriccidbn proteica durante la
lactacién (300-400 comparado con 700-900 g de proteinas/d), exhiben una
velocidad de crecimiento reducida en diversos experimentos (Kusina et al., 1999)
sobretodo a partir de la tercera semana de lactacion (Jones y Stahly, 1999).

Estudios en cerdos neonatos y ratas indican que la sintesis de proteina
muscular es reprimida después de 10-18 horas de ayuno y estimulada al maximo
de 1 a 3-4 horas después de la alimentacién (Kimball et al., 2001; Deng et al.,
2010; Liu et al., 2007; Regmi et al., 2010). Dichas respuestas disminuyen con el
crecimiento (Yin et al., 2013), ya que por ejemplo en respuesta a la alimentacion,
la tasa de sintesis de proteina muscular esquelética en cerdos de 7 dias de edad
se incrementa de 15 a 24%/d y en un cerdo de 26 dias de edad se incrementa de
4 a 6%/dia. Lo anterior sugiere que la capacidad del musculo para responder a
la alimentacién o presencia de nutrientes, se ve afectada en un punto temprano
del desarrollo (Kimball et al., 2001). Existe una elevada capacidad para la sintesis

de proteinas en los cerdos jovenes derivado del alto contenido ribosomal junto
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con una elevada eficiencia del proceso de traduccion, permitiendo un acelerado
rango de sintesis de proteinas, y por ende, un incremento en la deposicion de
proteina muscular (Davis et al., 2008).

Dentro de los genes que han sido evaluados en cerdos, relacionados con la
alimentacion, se encuentran aquellos que codifican proteinas que participan en
el inicio de la sintesis de proteina a nivel del masculo esquelético, como lo son
los genes elF2B1 y elF4e, que cuando se compara el nivel de proteina dietaria
consumida por los cerdos pueden verse influenciados en su expresion (Escobar
et al.,, 2006; Suryawan et al., 2008; Liu et al., 2014), por lo que el efecto
detrimental de los taninos en el proceso digestivo, al unirse a los nutrientes y a
las enzimas digestivas, puede llegar a afectar la disponibilidad de aminoacidos a
nivel celular en los tejidos corporales del cerdo y, probablemente, también se
afecte la expresion de estos mismos genes.

Liu et al. (2014) describen que hay reportes que indican que el incremento de
la sintesis de proteina muscular esquelética esta influenciado por la expresion de
los factores de inicio de la traduccion eucaridticos incluyendo elF2B y elF4e. Ellos
describen que el consumo de elevados niveles dietarios de proteina
incrementaron la expresion del elF2B1, independientemente del peso corporal de
los cerdos y que la expresion del gen elF4e también fue mayor en cerdos de 30
kg de PV consumiendo dietas elevadas en proteina, sin haber existido una
modificacion en el consumo diario de alimento entre los cerdos que consumieron
dietas altas o bajas en su contenido de proteina. Otra diferencia que encontraron
es que el peso del musculo de la canal y el contenido de proteina del musculo
longuisimo, cuando los cerdos pesaron 60 y 100 kg, fue mayor en los que
consumieron las dietas elevadas en su contenido de proteina, lo que sugiere una
mayor deposicién de proteina muscular consumiendo dietas con alto contenido

de proteina.

2.6.Presencia de aminoacidos a nivel celular y sintesis de proteina

muscular
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La homeostasis de proteinas es resultado de una compleja interaccion de vias
anabdlicas y catabolicas. El musculo esquelético sirve como un reservorio de
aminodcidos durante periodos de ayuno o cuando hay un aporte insuficienyte que
no permite cubrir las demandas metabdlicas (Wheatley et al.,, 2013). Los
aminoacidos funcionan como sefialadores nutricionales y tienen un papel central
en la regulacibn de muchos procesos celulares incluyendo la sintesis de
proteinas tanto miofibrilares como sarcoplasmicas, estimulando numerosas rutas
celulares de sefalizacion importantes en el proceso de traduccién. En especifico,
estimulan la sintesis de proteina muscular esquelética incrementando la
velocidad de la iniciacion de la traduccion y dicho proceso depende en gran
medida de la presencia de los aminoacidos esenciales leucina o arginina (Lang
et al., 2003; Escobar et al., 2005; Lang, 2006; Drummond et al., 2008; Yao et al.,
2008; Li et al., 2011).

La informacion genética contenida en la secuencia de nucleotidos del DNA se
transcribe en el nucleo en una secuencia de especifica nucleétidos en la molécula
de RNA mensajero (RNAm). La secuencia de nucleétidos en el transcrito de RNA
es complementaria a la secuencia de nucleétidos de la cadena molde de su gen,
de acuerdo con las reglas de los pares de bases. Numerosas clases diferentes
de RNA se combinan para dirigir la sintesis de proteinas. En los organismos
procariotas existe una correspondencia lineal entre el gen, el RNAm transcrito del
gen, y el polipéptido resultante, pero en los eucariotas superiores el transcrito
primario es mayor que el RNAmM maduro (Granner, 2004).

Existen tres fases en la sintesis de proteinas: iniciacion, elongacion y
terminaciéon. Cada paso involucra diversos factores proteicos que son extrinsecos
al ribosoma y generalmente su regulacion esta dada por alteraciones en su
fosforilacion (Wang y Proud, 2006; Hayashi y Proud, 2007; Liu y Qian, 2011,
Granner, 2004).

2.7.1nicio de la sintesis de proteinas en el musculo esquelético
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La traduccion del RNAmM comienza cerca de su terminal 57, con la formacion
del correspondiente extremo amino terminal de la molécula de proteina. El
mensaje se lee de 5’a 3, y concluye con la formacién del extremo carboxilo
terminal de la proteina (Granner, 2004).

La traduccion del RNAm se divide en 3 grandes fases: iniciacion, elongacion y
terminacion (Figura 9). En la fase de iniciacion intervienen diversas moléculas,
dentro de las cuales las més importantes son el complejo ternario elF2-GTP-Met-
RNAty el complejo elF4 regulado por la via mTOR (Liu y Qian, 2011) y dentro de

estos complejos se encuentran los factores elF2B y elF4e (Cuadro 3).

Figura 9. Esquema general de la traducciéon (Cooper y Hausman, 2007)

Iniciacion Elongac|on Terminacmn
e B ’\ /% 2 é ; ;
/(_7\ ] ’\—-7\_/' &
Direccion del movimiento del nbosoma
El ribosoma se una el La cadena polipeptidica crece al aiiadirle Cuando se encuentra un
RNAm en un codon de sucesivos aminoacidos. codon de terminacion, el
inicio. polipéptido se libera y el

ribosoma se disocia

Cuadro 3. Factores de la traduccion de proteinas (Cooper y Hausman, 2007)

Funcion Factor
Iniciacion elF1, elF1A, elF2, elF2B, elF3, elF4A, elF4B, elF4e, elF4G,
elF5
Elongacién eEFla, eEF1By, eEF2
Terminacion eRF1, eRF3

35



La iniciacion de la sintesis de proteina requiere que haya una molécula de

RNAm para su traduccion en los ribosomas. Una vez unido el RNAm al ribosoma,

éste encuentra el marco de lectura correcto sobre el RNAmM y se inicia la

traduccion. Este proceso involucra: RNA de transferencia (RNAt), RNA ribosomal

(RNAr), RNAm y por lo menos 10 factores de iniciacion de eucariotas (elF),

algunos de los cuales tienen mdltiples subunidades (de 3 a 8) (Granner, 2004;
Jackson, 2005, Kobayashi et al., 2003; Liu et al., 2014). También estan

involucrados GTP, ATP y aminoécidos.

El inicio de la traduccién funcionalmente puede ser dividido en 3 fases (Figura

10):

Unién del iniciador metionil-RNAt (met-RNAt) que es llevado a la
subunidad ribosomal 40S por el elF2 (formando un complejo con GTP),
para formar el complejo de preiniciacion 43S (Kimball y Jefferson, 2005;
Cooper y Hausman, 2007). elF2B1 cataliza el intercambio de elF2B unido
a GDP por GTP para que se de la transferencia del met-RNAti (Spurlock et
al., 2006).

La union del RNAm al complejo de preiniciacion 43S para formar el
complejo de preiniciacion 48S, proceso que requiere de la hidrolisis de ATP
(Granner, 2004; Cooper y Hausman, 2007). Lo anterior se da gracias a que
el ARNm es reconocido y dirigido hacia el ribosoma por los factores elF4
(Kimball y Jefferson, 2005; Cooper y Hausman, 2007). El cap o casquete
de metil-guanosil trifosfato del extremo 5°del RNAm es reconocido por el
elF4e (Granner, 2004). El elF4e forma parte de un complejo de proteina
que fija al casquete denominado elF4F, junto con otros factores que forman
parte de este complejo como lo son el complejo elF4G-elF4A. El elF3 es
una proteina clave debido a que se une con alta afinidad con el elF4F que
permite la unién con el complejo de preiniciacion 43S. El elF4G, se une al
factor elF4e y a una proteina asociada a la cola de poli-A en el extremo
3"del ARNm (proteina de union a poli-A o PABP) (Granner, 2004; Cooper
y Hausman, 2007). Por lo tanto, los factores de inicicacion eucariotas

reconocen tanto el extremo 5°como 3"del ARNm, siendo responsables del
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efecto estimulador de la poliadenilacion en la traduccion (Cooper y
Hausman, 2007). Los factores de inicicacion elF4e y elF4G en asociacion
con elF4A y elF4B dirigen el ARNm hacia la subunidad ribosémica 40S
(ahora complejo de preiniciacion 43S), mediante interaccion entre los
factores elF4G y elF3 (Kimball y Jefferson, 2005; Cooper y Hausman,
2007) y reducen la compleja estructura secundaria de la terminal 5 del
RNAm a través de la actividad de la ATPasa y la helicasa dependiente de
ATP (Granner, 2004).

Figura 10. Iniciacién de la traduccion en células eucariotas (modificado de

Cooper y Hausman, 2007)
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- La unidén de la subunidad ribosomal 60S al complejo de preiniciacion 48S
para formar el complejo de iniciacion activo 80S (Kimball et al., 2002). El
complejo de preiniciacién 48S evalla el ARNm hasta identificar un codén
de iniciacién adecuado que generalmente es 5-AUG. Cuando el coddn
AUG es reconocido, elF5 provoca la hidrdlisis del GTP unido a elF2. Los
factores de iniciacion (incluyendo elF2 unido a GDP) son liberados, y la
subunidad 60S se une al complejo de preiniciaciéon 48S para formar el
complejo de iniciacion 80S de las células eucariotas (Kimball y Jefferson,
2005; Cooper y Hausman, 2007).
Tras la formacion del complejo de iniciacion, la traduccion contintda con la
elongacion de la cadena polipeptidica (Cooper y Hausman, 2007).

Los aminoacidos esenciales regulan la sefalizacion de al menos dos vias
involucradas en la traduccion de RNAm: union del iniciador metionil-RNAt a la
subunidad ribosomal 40S para formar el complejo de preiniciacion 43S y la union

del RNAm al complejo de preiniciacion 43S (Kimball y Jefferson, 2005).

2.7.1. La via mTOR en el inicio de la sintesis de proteinas y su

relacion con elF4e

La rapamicina fue inicialmente empleada como un potente antifingico y
posteriormente como un inmunosupresor en transplantes de 6rganos y en la
terapia contra el cancer. Estudiando esta molécula se descubrié que actia sobre
MTOR. Esta proteina mTOR tiene funciones pleiotropicas (multisistémicas) y
participa en la regulacion del inicio de la transcripcion del ARNm vy la traduccion
a proteinas en respuesta a concentraciones intracelulares de aminoacidos y otros
nutrientes esenciales. mMTOR tiene el control transcripcional de genes
metabolicos y genes relacionados con la sintesis de proteina en el musculo
esquelético (O"Connor et al., 2003 a, b ; Machin et al., 2006; Wullschger et al.,
2006; Chaveroux et al., 2013; Coffey et al., 2016).
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MTOR puede detectar nutrientes como el carbono y nitrogeno, indicandole a
las células que pueden crecer y proliferar (Machin et al., 2006). mTOR integra
sefales de crecimiento y de disponibilidad de aminoacidos (Coffey et al., 2016).

Dicha via de sefializacion es reguladora importante del crecimiento y del
metabolismo celular, que reacciona ante la presencia de factores de crecimiento
como la insulina y del estado energético, regulando el tamafio, crecimiento y
sobrevivencia celular (Machin et al., 2006; Rodriguez, 2011; Laplante y Sabatini,
2012; Berkers et al., 2013). Por tal motivo, mMTOR es una proteina necesaria para
el crecimiento, desarrollo y fisiologia normal de los individuos (Chaveroux et al.,
2013). Interviene en la organizacion del citoesqueleto de actina, en el trafico de
membrana, degradacion de proteinas, sefializacion de la proteina primer
mensajero quinasa C (PKC) y biogénesis del ribosoma. Se ha publicado que la
activacion de la sintesis de proteinas puede ser inhibida por la rapamicina,
implicando que la via de sefalizacion mTOR esta inmiscuida en este proceso
(Wang y Proud, 2006; Hayashi y Proud, 2007) (Figura 11).

MTOR es una proteina serina/treonina quinasa relacionada a la
fosfatidilinositol 3 cinasa (PIK3) (Heitman et al., 1991; Chaveroux et al., 2013) de
289 kDa que regula eventos mediante la formacion de distintos complejos
multiproteicos, siendo mTOR el componente central de dichos complejos y siendo
los principales complejo 1 mTOR (mMTORC1) y complejo 2 mTOR, los cuéles
fosforilan diferentes blancos (Coffey et al., 2016). EI complejo 1 (nTORC1) es
sensible a rapamicina y su complejo 2 (MTORC2) es insensible a rapamicina. La
rapamicina inhibe el mMTORCL1, pero el tratamiento prolongado con rapamicina
también afecta el mMTORC2 (Fang et al., 2013).

MTORCL1 es un integrador central de una amplia gama de sefales fisiol6gicas
gue estimulan la actividad o metabolismo celular, asi como el crecimiento y
proliferacion celular (Machin et al., 2006; Rodriguez, 2011; Coffey et al., 2016).
Las sefales fisiologicas que integra mMTORCL1 son los niveles de aminoacidos
(particularmente leucina), insulina, factores de crecimiento, el estado energético,
niveles de oxigeno, etc. (Kim et al., 2002; Gulati y Thomas, 2007). mTORC1

activa la biosintesis de proteinas e inhibe la autofagia (Coffey et al., 2016).
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Figura 11. Funciones y factores que afectan la actividad general de mTOR

- Concentracidn de aminoacidos
- Niveles de insulina circulante
- Estado energético de animal

- Dirige diversos RNAm para la sintesis de elF2B
- Regula el inicio de la transcripcion y traduccion

- Regula la transcripcion de genes relacionados con el
metabolismo - Tamaio celular

- Sobrevivencia celular

- Regula la transcripcion de genes relacionados con la sintesis

de proteina muscular esquelética - Crecimiento celular

- Proliferacion celular

- Participa en la organizacidn del citoesqueleto de actina
- Participa en la blogénesis ribosomal
- Interviene en el tréfico de membrana
- Interviene en la degradacién de proteinas

MTORCL1 fosforila los efectores de mTOR como el factor eucaridtico de
iniciacion 4E (elF4e) unido a la proteina 1 (que forman en conjunto el complejo
4E-BP1) y también fosforila a la S6 ribosomal quinasa 1 (S6K1) (Yamaoka et al.,
2005; Drummond et al., 2008) activando de esta manera la traduccién sobretodo
del RNAm con casquete (Coffey et al., 2016). La fosforilaciébn de la proteina
represora 4E-BP1, permite la disociacion de elF4e, permitiéndole unirse a elF4G.
Este complejo activo elF4e-elFAG favorece la unién del RNAm al complejo
ribosomal 40S en el inicio de la traduccion del RNAm (Kimball et al., 2000; Lang
et al., 2003; Suryawan et al., 2004) y esta union es potencializada por la
alimentacion, presencia de aminoacidos, sobretodo leucina o la insulina misma
(Jeyapalan et al., 2007). La fosforilacion de 4EBP1 se da inicialmente en la Thr-
37/Thr46, la cual es suficiente para bloquear su asociacion con elF4e,
posteriormente las fosforilaciones se dan en la Thr-70 seguido de la Ser-65.
MTORCL1 es la proteina cinasa responsable de la mayoria de la fosforilacion de
4EBP1 (Coffey et al., 2016). Jiao et al. (2011) describen que la expression de

40



elF4e puede contribuir en el incremento de la sintesis de proteina muscular e
inhibe la degradacion de la misma.

El complejo elF4F es particularmente importante en el control de la velocidad
de traduccion de las proteinas. El complejo elF4F es un complejo heterodimérico
formado por elF4A, elF4e y elF4G. elF4F es un complejo formado por elF4e que
se une al casquete en la terminal 5" del RNAm (Merrick, 2015), y por elF4G que
sirve como una proteina de soporte, también se une al elF3 que se une al
complejo con la subunidad ribosomal 40S, asi como a la elF4A y elF4B, y al
complejo de ATP-asa-helicasa que ayuda a desdoblar el RNA (Granner, 2004,
Merrick, 2015). La elF4e es responsable del reconocimiento de la estructura del
casquete del RNAm, que es el paso limitante de la velocidad de la traduccion
(Granner, 2004; Jackson, 2005).

El factor elF4e es el Unico con una afinidad especifica para unirse con la
estructura RNAm 5°-cap (Korneeva et al., 2001) presente en la mayoria de los
RNAm transcritos, formando asi el complejo elF4e-RNAm (Lang et al., 2003). Los
RNAmM que no contienen el casquete se traducen con menor eficiencia que
aguellos que si lo contienen (Merrick, 2015). El factor elF4e esta formado por un
solo péptido (Jackson, 2005). Liu et al. (2014) mencionan que al incrementarse
la sintesis de proteina muscular esquelética, se incrementa la expresion de los
genes elF4e, aunque otros autores indican que aun no hay sufientes resultados
gue realmente puedan relacionar la cantidad de aminoacidos disponibles para la
sintesis de proteina muscular con la mayor expresidon de este gen elF4e
(Suryawan y Davis, 2014).

El acoplamiento del RNAm al aparato ribosomal es un paso clave en la
regulacién del inicio de la traduccién de proteinas y dicho acopamiento en la
mayoria de los RNAm eucarioticos depende de la actividad de elF4e que se une
a la estructura de los RNAm llamada 5"-m’GTP-casquete y al factor de iniciacién
elF4G. A traves de la interaccion de el complejo elF4e-elF4G con el ribosoma
unido por el factor elF3, la subunidad ribosomal 40S es posicionada en el 5-
terminal del RNAm. Posteriormente, la subunidad 40S escanea el RNAm (5°-3")

para detectar el codén de inicio de la traduccion antes de que la subunidad 60S
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se unay forme el primer enlace peptidico (von der Haar et al., 2004; Joshi et al.,
2005).

El factor elF4e se encuentra presente en concentraciones relativamente bajas
y su concentracién es limitante en el inicio de la sintesis de proteina asi como en
la velocidad en la unién del RNAm a los ribosomas (Sonenberg, 1996; Lang et
al., 2003; Lang, 2006), pero un incremento abundante y descontrolado del gen
elF4e esté relacionado con la presencia de cancer (Sorrells et al., 1997).

La unién de la subunidad ribosomal 60S al complejo de iniciacion 48S involucra
la hidrolisis del GTP unido al elF2 por el elF5. Esta reaccion produce la liberacion
de los factores de iniciacion unidos al complejo de iniciacion 48S (dichos factores
se reciclan posteriormente) y la rapida asociacion de las subunidades 40S y 60S
para formar el ribosoma 80S. En este punto, el met-RNAt esta sobre el sitio P del
ribosma para comenzar la elongacion (Granner, 2004).

La elongacion es un proceso ciclico en el ribosoma en el que se agregan un
aminoacido a la vez en la cadena peptidica naciente. La secuencia peptidica
depende del orden de los codones en el RNAm. La elongacién incluye varios
pasos catalizados por proteinas llamadas factores de elongacién que son: la
union del aminoacil-RNAt al sitio A, formacién del enlace peptidico y
translocacion.

MTORCL tiene presente a la proteina Raptor (regulatory-associated protein of
MTOR), e interactia con el complejo insensible a rapamicina (MTOR2 o
MTORC?2), que se define por su interaccién y presencia de Rictor (rapamycin-
insensitive companion of mTOR) (Rodriguez, 2011; Coffey et al., 2016). Raptor
se requiere para la mayoria de las sefializaciones que controlan la sintesis de
proteina, ya que que modula la traduccion del RNAm y la biogénesis del
ribosoma, asi como el metabolismo de los nutrientes y autofagia (Machin et al.,
2006; Rodriguez, 2011). La insulina y diversos factores de crecimiento estimulan
MTORC2 que controla la sobrevivencia celular y la proliferacion de las células
(Coffey et al., 2016).

Rictor, que es parte de mTORC2, estad involucrado en las dinamicas del

citoesqueleto. Aligual qgue MTORC1, mTORC2 fosforila. EIl complejo rictor-mTOR

42



activa (fosforila) la proteina serina/treonina quinasa B (PKB)/Akt en el residuo
serina S473 que juega un papel importante en multiples procesos celulares como
el metabolismo de glucosa, apoptosis, proliferacion celular, transcripcién y
migracion celular (Blattler et al., 2012). EI complejo rictor-mTOR regula Akt/PKB,
PKCa, Rho/rac, para controlar la superviviencia celular, proliferacion,
metabolismo y citoesqueleto. mMTORC2 regula aspectos espaciales del
crecimiento celular y controla el citoesqueleto (Cybulski y Hall, 2009), acelerando
asi el metabolismo anabdlico y permitiendo la supervivencia celular (Sarbassov
et al., 2004) (Figura 12).

Figura 12. Actividades de los complejos mTOR
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-Detecta niveles de aminoacidos, insulina,
oxigeno, factores de crecimiento, estado
energético.
- Regula aspectos espaciales del
crecimiento celular

- Controla el citoesqueleto

- Activa biosintesis de proteinas

- Inhibe la autofagia

En resumen mTOR controla al menos 3 tipos de componentes de la
maquinaria de traduccion (Wang y Proud, 2006):
a) Las proteinas cinasas ribosomales (S6Ks) que son activadas por insulina 'y
otras substancias y fosforila a S6, que es un componente del complejo de
la subunidad ribosomal 40S (Avruch et al., 2001).
b) La proteina 1 de union al elF4e (4E-BP1) que se une e inhibe a la proteina

elF4e que se une al casquete del RNAm y por lo tanto bloquea la formacién
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de los complejos de los factores de iniciacion activos que contienen la
proteina elF4G. La activacion de las sefiales mTOR permite la fosforilacion
de 4E-BP1 para su liberacién de elF4e gque se vuelve libre para asociarse
a elF4G.

c) mTOR controla la actividad del factor cinasa de elongacion 2 (eEF2),
fosforilandolo o desfosforilandolo (Browne y Proud, 2002).

Por lo anterior, mTOR controla la iniciacién y elongacion de la traduccion
(Hayashi y Proud, 2007).

La fosforilacibn de mTOR alcanza su punto maximo a los 30 minutos
posteriores después de iniciar la alimentacion, seguida de la fosforilacion de
MTORC1, 4E-BP1, elFAG y S6 y finalmente por la regulacion de la union del
RNAmM con el complejo de preiniciacion 43S, se debe considerar que el inicio de

la sintesis de proteinas es el paso limitante de la traduccion (Wilson et al., 2009).

2.7.2. elF2B1 en el inicio de la sintesis de proteinas

La via mTOR (molécula blanco de la rapamicina) y del factor de iniciacién
eucariotico 2B (elF2B), juegan un papel importante en la modulacion del proceso
de iniciacion de la traduccion de sintesis de proteinas en el mlsculo esquelético
(Mayhew et al., 2011). El complejo mTOR media los efectos dependientes de
insulina en la iniciacion de la traduccién y el factor de intercambio de nucleétidos
de guanina elF2B cataliza el intercambio de elF2 unido a GDP por GTP, lo que
facilita la transferencia del RNAt de metionina a la subunidad 40S ribosomal por
el elF2 (Spurlock et al., 2006). La actividad de elF2B se relaciona con la sintesis
de proteina bajo condiciones fisioldgicas y fisiopatolégicas, y asi como mTOR, la
actividad glucolitica de elF2B en el musculo esquelético parece ser modulada por
las concentraciones circulantes de insulina (Crozier et al., 2003; Kimball et al.,
2003) que también es dependiente de la presencia de aminoacidos circulantes.

MTOR también dirige diversos RNAm hacia la traduccion de proteinas que
sirven en el proceso de transcripcion como el factor de iniciacién eucariético

elF2B (Fluckey et al., 2006). La leucina no ha mostrado alteraciones
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significativas en la actividad del factor de iniciacion eucariético elF2B aunque si
afecta la sintesis de proteina muscular (Eley et al., 2007; Orellana et al., 2007).

El factor elF2B es en especifico un cambiador de guanina-nucleétido para el
elF2. En eucariotas, la traduccién se inicia por una serie de factores de iniciacion
de la traduccién eucarioticos (elFs). En el primer paso, el iniciador aminoacilatado
metionil-RNAt (Met-RNAtMe!) es conducido a la subunidad ribosomal 40S por el
factor de iniciacion eucariético 2 (elF2), una proteina heterodimérica
(subunidades a, By y). La subunidad y del elF2B se une al GTP o GDP, y la union
GTP-elF2 permite formar un complejo ternario con el Met-RNAtMet, El complejo
ternario elF2-GTP- Met-RNAtMe' se une a la subunidad ribosomal 40S junto con
otros elFs, incluyendo elF1, elF1A, elF3y elF5. El complejo de preiniciacion 43S
resultante posteriormente se asocia con el RNAm y con el elF4F (complejo de
unidn al casquete), para formar asi el complejo 48S de preiniciacion, el cual
escanea el RNAm hasta que el anticodén de Met-RNAtMet reconoce un codén de
inicio AUG (Kakuta et al., 2004; Pestova et al.,, 2007). Existen 2 RNAt para
metionina, uno especifica la metionina para el codoén iniciador, el otro para las
metioninas internas y cada uno tiene una secuencia de nucleotidos Unica. Este
complejo ternario se une con la subunidad ribosomal 40S para formar el complejo
de preiniciacién 43S, el cual se estabiliza por la asociaciéon de el elF3 y el elF1A
(Granner, 2004). Durante este proceso, el elF2 unido al GTP es hidrolizado con
la ayuda del elF5 (la proteina GTPasa de la activacion especifica para elF2). El
elF2 unido a GDP se libera cuando la subunidad ribosomal se une al complejo.
El cambio de GDP por GTP permite que el elF2 restablezca su capacidad de
unién a Met-RNAtMe, Esta reaccion de intercambio es catalizada por el factor de
inicio de la traduccion eucariética 2B (elF2B), que es un factor de intercambio de
guanina-nucleétido (GEF) especifico para elF2 (Hinnebusch et al., 2007). El
elF2B es el paso clave de la regulacién de la traduccién eucaridtica (Kakuta et
al., 2004; Hiyama et al., 2009).

Bajo condiciones de estrés, la Ser51 de la subunidad o del elF2 (elF2a) es
fosforilada por diversas elF2a cinasas, incluyendo la doble cadena RNA-cinasa

activada (PKR), la cinasa del reticulo endoplasmico tipo PKR, la proteinacinasa
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de control general no controlable (GCN)2 vy el inhibidor hemorregulado. El elF2
fosforilado [elF2(aP)] muestra una alta afinidad por el elF2B e inhibe la actividad
de elF2B GEF competitivamente contra el elF2 no fosforilado (Rowlands et al.,
1988). La inhibicion de la actividad del elF2B GEF conduce a la pérdida del
complejo ternario elF2-GTP- Met-RNAtMety por lo tanto bloquea completamente
el inicio de la traduccién (Hiyama et al., 2009).

El factor de inicio de la traduccion en mamiferos elF2B esta conformado por 5
polipéptidos (o, B, v, 8, € en orden creciente de tamafio) y su principal funcién es
intercambiar nucleétidos de guanosina que cataliza la conversion de elF2/GDP
en elF2/GTP (Hinnebusch, 2005; Jackson, 2005; Pavitt, 2005; Wortham et al.,
2014; Wortham y Proud, 2015). La actividad de elF2B disminuye cuando hay una
baja en la concentracién de aminoacidos y regresa cuando estos son repuestos
(Kobayashi et al., 2003).

El gen elF2B1 provee instrucciones para elaborar una de las cinco partes de
la proteina llamada elF2B, especificamente la subunidad alfa de esta proteina, el
gen elF2B2 para la subunidad elF2B, el gen elF2B4 para la subunidad elF2Bg,
el gen elF2B3 para la subunidad elF2By, el gen elF2B5 para la subunidad elF2Beg
(Pavitt, 2005).

EI GTP unido a elF2 es responsable de cargar el iniciador metionil-RNAt dentro
del ribosoma para permitir la iniciacion de la sintesis de proteinas, por lo que
elF2B es un factor clave que controla el rango de sintesis de proteinas en las
células (Wortham y Proud, 2015).

Un mecanismo clave de la actividad regulatoria de elF2B es mediado por la
fosforilacion de la subunidad o de su sustrato, elF2, en la Ser51 en respuesta al
estrés celular incluyendo infecciones virales, deprivacion de aminoacidos y
acumulacion de proteinas no plegadas en el reticulo endoplasmico (Wek et al.,
2006). El elF2B fosforilado se une mas fuerte e inhibe elF2B evitando de ese
modo el reciclaje del elF2 no fosforilado-GDP (Fabian et al., 1997).

Las subunidades o, B y 6 del elF2B forman un subcomplejo regulatorio,

mientras que la y y € forman subcomplejos cataliticos (Kakuta et al., 2004).
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Kobayashi et al. (2003) describen que la actividad de elF2B para la sintesis de
proteinas se ve afectada cuando la disponiblidad de aminoacidos sanguineos
disminuye.

En resumen, el elF2 tiene una funcion relativamente sencilla, ya que forma el
complejo elF2-GTP-Met-tRNA que sirve para unir al RNAt iniciador en la
subunidad ribosomal 40S (Hershey y Merrick, 2000). Asi, el factor elF2B modula
el primer paso en el inicio de la traduccion (Kimball et al., 2003).

elF2B también funciona como un centro regulador que rige la tasa de sintesis
global de proteinas en respuesta al estrés celular que incluye inanicion,
infecciones virales, choque térmico, acumulacion de proteinas plegadas en el
reticulo endoplasmico, cambios en los niveles de calcio intracelular y estrés
oxidativo (Marom et al.,, 2011). El elF2B disminuye su actividad cuando la
concentracion sanguinea de aminoacidos disminuye y regresa a la normalidad

cuando son repuestos (Kobayashi et al., 2003).

2.8. Impacto de taninos y kafirinas en la expresion de los

genes elF2B1l y elF4e

Dado que los nutrientes disponibles para la sintesis de proteina muscular
pudieran verse afectados por los taninos y kafirinas, era probable que la
expresion de genes como el elF2B1 y el elF4e en el musculo esquelético de los
cerdos, fuera afectada. En los articulos consultados no se menciona que los
taninos y kafirinas afecten la expresion de estos genes, sin embargo, se puede
inferir que esa disminucién en la presencia de nutrientes ocasionada por la
presencia de taninos y kafirinas afectaria la expresién de los genes mencionados.

Liu et al. (2014) investigaron los mecanismos bajo los cuéles se incrementa la
acumulacion de proteina muscular en cerdos cuando son alimentados con dietas
con diferentes niveles de proteina, encontrando que con dietas altas en proteina
(18%), los cerdos incrementaron el nivel de expresion del gen elF2B1 durante
todo el periodo de crecimiento y del gen elF4e cuando los cerdos tenian un peso

de 30 kg. elF2B disminuye su actividad cuando la concentracion sanguinea de
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aminoacidos disminuye y regresa a la normalidad cuando son repuestos
(Kobayashi et al., 2003). Aunado a esto, Escobar et al. (2006) y Suryawan et al.
(2008) describen que en cerdos la expresion de genes como el elF2B y el elF4e
podrian influenciar la sintesis de proteina en el musculo esquelético, por lo que

se postularon las hipotesis de trabajo descritas en el apartado Ill.
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HIPOTESIS

El consumo de dietas elaboradas con sorgos con niveles altos de taninos y
kafirinas afectara negativamente el desarrollo posdestete del tracto digestivo de
lechones. En los cerdos en crecimiento y finalizacion, el consumo de estas dietas
afectar4 negativamente la integridad de la mucosa intestinal y la actividad
enzimatica de proteasas pancreaticas, y consecuentemente el comportamiento

productivo y la sintesis de proteina muscular esquelética.
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V.

OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general

Evaluar el efecto del nivel de taninos y/o kafirinas del sorgo sobre el desarrollo

productivo y morfofisioldgico del tracto digestivo en cerdos en diferentes etapas

de crecimiento.

4.2.0bjetivos particulares

1)

3)

Evaluar en lechones recién destetados el efecto del consumo de dietas
elaboradas con sorgos con diferentes niveles de taninos sobre:

El peso relativo del pancreas, estomago, higado e intestino delgado;

El pH del contenido del estdbmago, duodeno, yeyuno e ileon;

La actividad enzimatica de la tripsina;

La altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas del duodeno,
yeyuno e ileon.

Evaluar en cerdos en crecimiento el efecto del consumo de dietas
elaboradas con sorgos con diferentes niveles de taninos y kafirinas sobre:
El peso relativo del higado y pancreas;

El pH del contenido del estbmago, yeyuno, ileon, ciego y colon;

La actividad enzimética de la tripsina y quimiotripsima;

La altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas del duodeno,
yeyuno e ileon, asi como la profundidad de criptas del ciego y colon;

La presencia de kafirinas en la digesta ileal.

Evaluar en cerdos en crecimiento-finalizacion el efecto del consumo de
dietas elaboradas con sorgos con diferentes niveles de taninos y kafirinas
sobre:

El comportamiento productivo;

La expresion de los genes elF2B1 y elF4e en el musculo gran dorsal

(longissimus dorsi).
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V. METODOLOGIA

El proyecto de tesis estuvo conformado por tres etapas experimentales, para
responder la hipotesis planteada y cumplir con los objetivos particulares. Los
resultados se plasmaron en tres manuscritos independientes, por lo que en cada
uno se incluye la metodologia, resultados, discusion, conclusiones vy literatura
utilizada en su desarrollo.

En el Anexo 1 se presenta el articulo “Efecto del nivel de taninos del sorgo y
del dia posdestete sobre algunas caracteristicas morfofisiologicas del aparato
digestivo de lechones”. En este experimento se emplearon lechones recién
destetados y se evalud el efecto del consumo de dietas elaboradas con sorgos
con diferentes niveles de taninos sobre diversas variables morfofisioldgicas del
tracto digestivo. Este articulo estd publicado en la revista: Archivos
Latinoamericanos de Produccion Animal.

En el Anexo 2 se presenta el articulo “Gastrointestinal morphophysiology and
presence of kafirins in ileal digesta in growing pigs fed sorghum-based diets”, en
donde se emplearon cerdos al inicio de la etapa de crecimiento y se evaluo el
efecto del consumo de sorgos con diferentes niveles de taninos y kafirinas sobre
algunas variables morfofisiologicas del tracto digestivo y la presencia de kafirinas
en el contenido ileal. Este articulo se publicara a la revista: Journal of Applied
Animal Research, y actualmente esta disponible en linea con el DOI asignado:
10.1080/09712119.2017.1371607.

En el Anexo 3 titulado “Efecto del nivel de taninos y kafirinas del sorgo en la
expression de los genes elF2B1 y elF4e en cerdos en crecimiento-finalizacién”,
se presentan los resultados del experimento en el cual se evaluo el
comportamiento productivo y la expresion de dos genes relacionados con el inicio
de la sintesis de la proteina muscular en cerdos en la fase de crecimiento y
finalizacion, los cuales consumieron dietas elaboradas con sorgos con diferentes

niveles de taninos y kafirinas. Este articulo se presenta en forma de borrador.
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VI.

CONCLUSIONES GENERALES

La inclusion de un sorgo alto en taninos no causo un efecto detrimental
sobre las caracteristicas morfofisiologicas del tracto digestivo en lechones,

independientemente del dia posdestete estudiado.

El incremento de la actividad de la tripsina pancreética en los cerdos en
crecimiento que consumieron los sorgos altos en taninos y kafirinas, y la
alta concentracion de kafirinas en los contenidos ileales de cerdos que
consumieron dietas con un elevado nivel de Kkafirinas, indican que
probablemente la digestibilidad de estas proteinas se reduce en la medida
gue se incrementa su nivel en los granos de sorgo. Esta deducciéon debera

ser comprobada experimentalmente.

En cerdos en crecimiento-finalizacion el nivel de kafirinas de los sorgos de
la dieta no comprometié el comportamiento productivo, mientras que el
elevado nivel de taninos de los sorgos afecté negativamente el consumo
diario de alimento. Los niveles elevados de taninos y kafirinas no afectaron
la sintesis de proteina en el musculo longuisimo dorsal, en lo que respecta
a la expresion de los genes elF2B1 y elF4e. Esto probablemente fue debido
a la formulacion de la dieta en base a aminoacidos digestibles, la cual

cubrié de manera adecuada el requerimiento de aminoacidos del cerdo.
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VII.

IMPLICACIONES

En la etapa posdestete los lechones pasan por una etapa de adaptacion
fisiologica, lo que les permite aprovechar de manera eficiente los nutrientes
dietarios, a pesar del nivel de taninos que contengan los sorgos que
consuman.

No solo el nivel de taninos, sino la combinacion de elevados niveles de
taninos y kafirinas en el grano del sorgo consumido, podrian afectar
algunas variables productivas vy fisiolégicas, por lo que esta observacion
deberé& seguir siendo evaluada experimentalmente.

El sorgo mostré ser un cereal que puede ser utilizado en las dietas para
cerdos desde el destete hasta la etapa de crecimiento y finalizacion, al igual

que el maiz.
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Efecto del nivel de taninos del sorgo y del dia posdestete
sobre algunas caracteristicas morfofisiologicas
del aparato digestivo de lechones

J. G. Gomez-Soto, A, B. Aguilera, K. Escobar Garcia, G. Mariscal-Landin', T. C, Reis de Souza?
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Av, de las Ciencias s/n. Juriquilla, CP 76230, Querdtaro, Qro,, México,
Recibido Enero 02, 2014, Aceptado Agosto 09, 2015,

Effect of sorghum tannin levels and postweaning day on some
morphophysiological characteristics of the digestive tract of piglets

Abstract. An experiment was conducted with piglets 1o evaluate the effect of dictary sorghum tannin level on
trypsin activity, digests pH, weight of digestive organs, and intestinal morphology. Sixteen weaned (at 28 days of
age) Duroc x Landrace piglets (eight per treatment) were fed, from postweaning until slaughter, either a diet with
low-tannins sorghum (SBT) or one with high-lannins sorghum (SAT).  Four animals per trealment were
slaughtered on each of days 3 and 16 postweaning,  Also, lour piglets were slaughtesed at weaning (day 0) as o
control group. There were not effects (P>0.05) of dietary tannin level on pancreatic trypsin activity; development
of pancreas, stomach, liver, and small intestine; pH of digesta in stomach, duodenum, jejunum, and ilewm; and
morphology of intestinal villi and crypts,  The vardables weight at secrifice and relative weight of digestive
organs, excepting liver, were affected (P<0,05) by days after weaning, (0, 3 or 16), being, highest at d 16, Ingesta
pH in all four parts of the digestive tract was also alfected (P<0.05) by days postweaning, with signilicant
differences as follows: stomach, max. at d 0 and min at d 3; duodenum, max. at d 16 and min at d 3; jejurem,
max. at d 3 and min at d 0 and 16; ileum, max at d 3 and min at d 16, Ceypt depth in jejunum and ileum was
preater (P<0,05) at d 16 than at d 3 postweaining,  In conclusion, dietary tanning did not impact negatively the
morphological and physiological characteristics studied. The changes observed suggest o digestive adaptation to
starter feed,

Key words: Digestive pH, Intestinal morphology, Piglets, Sorghum, Tannins, Trypsin

Resumen. So realizd un experimento con lechones para evaluar el efecto del nivel dietético de los taninos de
sorgos sobre Iy actividad de tripsina, el pH de Jos contenidos digestivos, peso de varios los drganos digestivos y
morfologin intestinal.  Diez y seis lechones (ocho por tratomdento experimental), de raza Duroc x Landrace,
destetados a los 28 dias de edad, se alimentaron luego del destete y hasta ol sacrificio, con una dieta formulada
con sorpo bajo en taninos (SBT) u otra a base de sorgo alto en taninos (SAT). Se sacrificaron cuatro animales por
tratamiento a los 3 dias y otra vez a los 16 dias posdestete, Adicionalmente, se sacrificaron cuatro lechones al
destete (dia 0) como grupo testigo. El nivel dietético de taninos no atectd (P<0,05) Lo actividad de tripsina a nivel
pancredtico, el desarrollo posdestete del pancreas, estomago, higado e intestino delgado; ¢l pH del contenido del
estomago, duodeno, yeyuno e fleorg ni la morfologia de las vellosidades y criptus intestinales. Las variables peso
al sacrifivio y peso relativo de los drganos digestivos, excepto ¢ higado, acusaron efecto (P<0.05) de los dias
poscdestete (0, 3 6 16), sobresaliendo los valores a los 16 d, El pH de los contenidos de los cuatro segmentos del
tubo digestive también se afictaron (P<0.05) por los dias posdestete, habiendo las siguientes diferencias
signiticativas: el estémago, mayor al dia 0y mwnor al dia 3; duodeno, mayor al dia 16 y menor al dia 3; yeyuno,
mayor al dia 3y menar o los dias 0y 16; fleon mayor al dia 3 y menor al dia 16, La profundidad de las criptos en el

WAutor pari la correspondencla, eomall: lerclatbuag mx

ICENID Fistologla, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias, km 1 Carretera a Ajuchithan, CF' 762580,
Colon, Qro, Mixico,

FAutor para la correspondencia: Tércia Cesdria Reis de Souza

ISSN 1022-1301. 2015. Archivos Latinoamericanos de Produccion Animal, Vol, 23, Nom, 2: 63-.70

63
78



64

Gomez-Solto ef al.

yeyuno ¢ fleon fue mayor (P<0.05) al dia 16 que al dia 3 posdestete. Se concluye que los taninos de sorgo no
alectaron negativamente las carscteristicas morfologicas v fisiologicas estudiodas. Los cambios olservados hacen
suponer una adaplscion digestiva al consumo de la divta iniciadora.

Palabras clave: Lochones, Morfologia intestinal, pH de contenidos digestivos, Sorgo, Taninos, Tripsina
Introduccion

En la alimentacion del lechon, la principal fuente
de energia de las dietas inicadoras son los carbohi-
dratos de los granos de cereales, lales como maiz,
sorgo, trigo, avena v sus subproductos (Reis de
Souza et al, 2012). El sorgo ocupa of quinto lugar
mundial entre los granos de mayor importancia
econdmica v e considera un cultivo alimenticio
primario en los tropicos semidridos de Asia, Africa
y Sudamérica, yu que se cultiva en dreas secas con
poca humedad en el suclo (Rodrigues ef al, 2002;
Etuk ef al, 2012). En México el sorgo es el cerval
més utilizado en la alimentacion animal.  Segan
Fialho ef al. (2002) el sorgo bajo en taninos puede
ser utilizado para reemplazar al maiz en dietas para
cerdos en crecimiento, sin alectar los pardmetros

productivos.

Sin embargo, existen reportes de que los taninos
en alguncs hibridos de sorgo afectan nega-
tivamente  la de la proteina y
aminodcidos (Mariscal-Landin ef al, 2010), al inhibir la
digestion de la dicta (Mcharsho ef al, 1987); Jo que
limita la inclusion del sorgo en mciones iniciadoras
para lkchones (Reis de Souza of al, 205). Sin
embargo, poco se conoce sobre of efecto del uso de
sorgo rico en laninos sobre la lisiologia digestiva del
lechéng por lo que el
finalidad evaluar of efecto del nivel de taninos del
sorgo incluido en dietas para lechones y también o
clocto de los dias posdestete sobre la actividad de la
enzima tripsina pancreitica, of pH de los contenidos
del intestino  delgado, el peso de Jos Organos
digestivos y la morfologia intestinal.

Materiales y Métodos

El experimento s nalizd en o unidad meta-
bolica de la granja experimental del Centro Nacional
de Investigacion Disciplinaria en Fisiologiia (CENID-
Fisiologia) del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).  Los and-
lisis quimicos y bromatoldgicos s¢ realizaron en ol
Laboratorio de Nutricion Animal de la Universidad
Auténoma de Quenttaro. El manejo empleado en los
animales durante la ox cion respetd en todo
momento los lineamientos de la International Gudding
Principles for  Biomaliod Resewrch Imooloing  Amimuals
(CIOMS, 1985), asi como los de la Norma Oficial
Mexicana para la produccion, cuidado y wso de los
animales de laboratorio (Diario Oficial, 2001),
Animales

Se utilizaron 20 lechones  hibridos  Duroc x
Landrace destetados a los 28 £ 1 dias de edad, con un
peso vivo (PV) promedio de 93 £ 1.0 kg, El PV al des-
tete se analizd mediante un ANOVA y no varié entre
los cerdos asignados a los dos diferentes tratamientos
experimentales (P>0.05), Los lechones no consumie-
ron dicta solida previo al destete.  Dieciséis lochones
s distribuyeron al azar entre los dos tratamientos
experimentales (dietas); s alojaron (cuatro lechones
por jaula) en una sala de ambiente controlado por un
calentador de gas y ventilacion natural, en jaulas
elevadas con piso de rejilla de plistico, con una

superfice total de 1.6 mé, cada jaula contaba con un
comedero tipo tolva con seis bocas v un bebedero de
chupon. Los lechones se recibieron al destete a una
temperatura ambiental de 30°C v en la segunda
semana experimental <o mantuvieron a 26°C.

Dietas y Manejo Experimental

Se formularon dos dictas (trotamientos experi-
mentales) utilizando dos hibridos de sorgo (Cuadro
1), La dicta baja en taninos (SBT) s formuld con el
sorgo Dekalb D69, el cual contenfa menos de 0.02%
de taninos condensados; v la alta en taninos (SAT), s
formulé con el sorgo Pioneer 85172, el cual contenia
472% de taninos condensados.  Dicho contenido se
obtuvo mediante extraccion con metanol (Price of al.,
1978).

Las dietas se formularon para proporcionar los
nquerimicntos de energla metabolizable, proteina v
aminodcidos digestibles recomendados por ¢l NRC
(1998).

Los lechones tuvieron libre acceso al agua v al
alimento; se pesaron al destete v en cada dia de
sacrificio,

Obtencion de muestras

El sacrificio se realizd al destete (dia cero, cuatro

lechones como grupo control) y en los dias 3 v 16
(cuatro kvhones de cada tratamiento en
cada dia). Los lechones s insersibilizaron por
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Cuadro 1. Formulacion de las dietos experimentales

Dieta?

SBT SAT
Ingrediente (%)
Sorgo 52.3% 52.336
Lactosa 20,619 20,619
Caseina 19.242 19.242
Aceite de maiz 3000 3.000
Sal comin 0.5 0.500
Carbonato de calcio 0.6 0.634
Ortofosfato 2.289 2280
Oxido de zine 0400 0.400
Tilosina 0,500 0.500
Vitaminas? 0.360 0.360
Minerales? 0.120 0.120
Composicion quimica
MS 91.5 91.3
pce 2.7 214
EM?* 34 34

ISAT: dieta con sorgo alto en taninos, SET; dieta con sorgo bajo en taninos.
Cada kg de producto contiene: Vitamina A 10,20 UL Vitamina D) 198 UL, Vitamina E 0.06 UL Vitamina K 1.20 myg,
Riboflavina (B2) 7.20 my, Vitamina B (clanocobalamina) 004 my, Coling 968,58 my, Niacing %6 mg, Acido Pantoténico 16.55mg,

Thamina (B1) 030 my, Piridoxing (H6) 0,31 my, Bioting 0,08 my,

ido Folico 075 myg.

ada kg de producto contbene: azufee 0102 %, Cobalto 0.72 myg, Cobre 144 mg, Hierro 120 myg, Manganeso %6 myg, Selenio 0.30

mg, Todo 0.96 mg, Zine 148 mg, Cloro (L00%,
Valor analizado (exprosado en %)
Walor caloulado (expresado en Moal /Ky, de racion).,

inhalacion de bidxido de carbono, v posteriormente se
sacrificaron seccionandoles la vena Yugular (Reis de
Souza et al,, 2005),

Los lechones sacriticados se colocaron en posi-
cion de devibito dorsal y se procedia a incidir la
region abdominal para colectar el pancreas, higado;
estomago e intestino delgado, los cuales se diseca-
ron, vaciaron y pesaron.  El peso de los drganos se
reportd en relacion al peso vivo (g/kg de PV). El
pancreas se congeld en nitrogeno Hguido y poste-
riormente se conserva o S0°C hasta Lo determinacion
de lo actividad total v especifica de la tripsina
(Reboud et al, 19%2), En los contenidos del estomago,
duadeno, yeyuno e fleon se determing ¢l pH, En los
lechones sacrificados los dias 3 y 16 posdestete, ol
intestino delgado se dividio en tres sicciones (duo-
deno, yeyuno e fleon) como lo recomienda Makkink et
al. (199) v se obtuvo una muestra de 10 em de largo
de cada seccion. Las porciones se lavaron con solu-
cion salina, se anudaron los extremos con hilo cinamo
y s perfundieron en formaling neutralizada al 10%

(Nabuurs et al, 1993), Despudés de 48 h de la colecta, se
procesaron los intestinos, los cuales se cortaron o
cinco micrometros de espesior, utilizando la téenica de
inclusion en parafing, Los corles s tineron con
hematoxilina-cosina y se observaron en un micros-
copio Oplico con un aumento de 10X, efectudndose 10
mediciones por laminilla (Nabuurs ¢f al,, 1993), para
determinar el promedio de la altura (del apice hasta la
base) de las vellosidades v la profundidad de las
criptas (de la base de la vellosidad hasta o fondo de la
cripta) (Reis de Souza ef al., 2005).
Anilisis estadistico

Los datos se analizaron segan un modelo de
bloques completos al azar, siendo el criterio de
blogqueo el peso al destete, con un arreglo factorial 2
x 3 (dos tratamientos experimentales v tres dins
postdestete) utilizando el procedimionto de Modelos
Lincales Generales (GLM) del paquete estadistico
SAS (SAS, 2008). La comparacion de medias se
realizo con la prueba de Tukey (Steel y Torrie, 1980)
con un nivel de significancia (P) de 0,05,

Resultados

El peso de los lechones al momento del sacrificio,
asi como el peso relativo de los Grganos digestivos, la
actividad de la tripsina y ol pH de los contenidos de

estomage, duodeno, yeyuno ¢ fleon no fueron
afectados por los tratamientos o dietas experimentales
(Cuadro 2),
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Cuadro 2. Peso de los lechones y de los drganos digestivos, actividad de la tripsina pancredtica y el pH de
los contenidos digestivos segin la dieta y dia posdestete.

Dia Posdestete Dieta! Probabilidad

Variables 0 3 16 SBT SAT Dia Diecta gia‘ EEM?
wela

PS' (kg) 9.16ab  R73b 11,44a 9.69 987 P<0.01 NS NS 0.26
Peso Relativo (g/kg)
Péncreas 1.3b 1.2b 1.79a 14 14  P<0001 NS NS 0.04
Estomago 4.6b 5.4b 94a 59 6.9  P<0001 NS NS 0.25
Hipado 25 22 24 24 24 NS NS NS 0.47
Intestino Delgado 35a 2A4b 41a 3 32 P<0.001 NS NS 1.3
Actividad de Tripsina
Total! 3582 3368 3477 372 3478 NS NS NS M
Especifica® 286h 469a 372ab 374 378 P<0.01 NS NS il
pH
Estomago A.6a 22h 2.8h 28 29 P<005 NS NS (.28
Duodeno 6.3ab 5.0b 6.5a 5.9 6.0 P<0.05 NS NS 0.04
Yeyuno 6.5h 6.8a 6.5b 6.6 6.6 P<0.05 NS NS 019
fleon 6.9ab 7.4a 6.4b 6.8 7.1 P<0.,05 NS NS .04

ISHT: sorgo bajo en taninas; SAT: dieta con sorgo alto en taninos,

Error Estandar de la Media,

Peso al Sacrificio, U1/ g de pancreas. UL/ g de proteina pancredtica,

Se observé un efecto del dia posdestete sobre el
PV (P<001) y el peso relativo de los Organos
digestivos (P<0.001), exceptuando al higado, EIPV de
los lechones en ¢l tercer dia posdestete tuvo una
reduccion no significativa en relacion al peso al des-
lete, con un poslerior incremento significativo hasta
el dia 16 (P<0.01). Los pesos relativos del pancreas y
del estomago fueron similares entre el dia del destete
v el dia 3 posdestete, incrementandose (P<0.001)
hasta el dia 16, En el caso del inlestino delgado, su
peso  relativo tuvo  una  importante  variacion
(P<0.001), observindose una reduccion al dia 3 pos-
destete y un incremento en el peso al dia 16
posdestete. La actividad especifica de la tripsina se
incrementd  (P<0.01) en los primeros tres  dias
posdestete v después, al dia 16, se redujo a un nivel
intermedio entre el valor observado al dia del
deslete y al dia 3 posdestete; la actividad total de la

tripsina no varié con la edad de los animales. El pH
del contenido del estémago fue el menor de los
compartimentos intestinales. El pH de los contenidos
del estomago y yeyuno se madificd en el dia 3
posdestete, aciditicandose mas en el estomago y
siendo mas cercana al pH neutro en el yeyuno
(P<0.05). El dia 16 posdestete el pH en los contenidos
de duodeno e ileon fue similar al del destete,
Respecto al dia 3 posdestete, al dia 16 ¢l contenido
del estomago y duodeno se lomd menos acido,
mientras que el contenido del yeyuno e ileon cambio
a mas acido.

La dicta y el dia posdestete no atectaron la
morfologia de las vellosidades y eriplas intestinales
(Cuadro 3), excepto en el caso de las criptas de
yeyuno ¢ ileon que, independientemente de la dieta
consumida, fueron mas profundas (P<0.01) en el dia
16 que el dia 3 después del deslete,

Discusion

El sorgo tiene un contenido de proleina cruda
similar al del maiz (Reed, 1995), sin embargo su
proteia es menos digestible v esto varia en funcion de
la cantidad de taninos presentes (Fialho et al,, 2002;
Mariscal-Landin ¢t al,, 2010). A pesar de que el sorgo
es el principal cereal utilizado en la alimentacion de
cerdos en crecimiento-finalizacion y reproductores en
México, su uso esta limitado en la alimentacion de

levhones, principalmente porque los taninos afectan la
digestibilidad de la proteina cruda y aminodcidos
(Mariscal-Landin et al., 2010). Por lo anterior, se
encontraron pocas publicaciones que abordan el uso
de sorgo en la alimentacion de lechones recién deste-
tados que puedan sustentar los resultados obtenidos
en el presente trubajo.  Los taninos son compuestos
polifendlicos encontrados en varios alimentos, entre
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Cuadro 3. Morfologia de la mucosa intestinal segun la dieta v dia postdestete.

Dia Posdestele Dieta? Probabilidad

Varablest 3 16 SBT SAT Dia Dieta Dia® EEM?
Diecta

Duodeno
ALV 334 400 365 369 NS NS NS 25
PC 132 164 130 166 NS NS NS 12
Yeyuno
ALV 278 312 312 278 NS NS NS 1
PC 116b 188a 150 154 P<0.01 NS NS 10
{leon
ALV 307 312 286 333 NS NS NS 18
PC 122b 188a 147 164 P<0.01 NS NS 8

PALV: altura de las vellosidades, PC: profundidad de cniplas. Valores en mm.
5BT: sorgo bajo en taninos, SAT: dieta con sorgo alto en taninos,

Error Estandar de 1a Media,

cllos los cercales (Serrano of al, 2009). Por su
estructura y reactividad hacia los agentes hidroliticos
se clasifican en dos grupos: los lanines hidrolizables y
los taninos condensados (Reed, 1995; Mariscal-Landin
ot al., 2004; Serrano ¢f al., 2009). Los taninos hidroli-
zables son facilmente digeridos por acidos o por
enzimas, ademas de que son mas solubles en agua
que los taninos condensados.  Biagi ¢f al. (2010) no
hallaron un efecto en el PV de Jos cerdos por el
consumo de dietas con diterentes niveles de taninos,
igual que en el presente experimento. En pruebas in
vitro los laninos inhiben fuertemente las enzimas
digestivas y su efecto anlinutrimental se relaciona
siempre con la inhibicion de la digestion (Mehansho et
al, 1987). Sin embargo, en el presente trabajo la
actividad especifica de la tripsina en el tejido pancrea-
tico de los animales destelados fue mayor que en los
lechones control (dia cero), y no fue atectada por el
nivel dietético de taninos de sorgo. Esto corrobora las
aseveraciones de que en pruebas i 0ioo las enzimas
digestivas no son inhibidas por los taninos dietéticos
(Mitjavila ef al, 1977; Mole y Waterman, 1985;
Mariscal-Landin ef al., 208). La inhibicion de la
tripsina pancredtica pudiera darse a nivel de la
digestion intestinal, debido a la formacion de un
complejo enzima-tanino (Jansman ef al,, 1994). Se ha
observado i vifro, que en @ punto isoeléctrico de las
proteinas, como la sercalbomina bovina, ocurre la
mayor previpitacion del  complejo  tanino-proteina
(Hagerman y Butler, 1978), Debido a que el punto iso-
eléctrico de los tripsindgenos porcinos es de 7.5, y el
pH de la digesta del duodeno de los animales del
presente trahajo vario entre 50 y 65, se podria
suponer que tampoco en la digesta duodenal la
actividad de la tripsina fue afectada por los taninos de
los sorgos incorporados, ya que a este pH no se
favorece la interaccion enzima-tanino.  Cuando se

disminuyen los niveles de Inpsina vy quimolripsina
intestinales, como consecuencia de la presencia de
inhibidores enziméticos, lales como los laninos, se
libera un exceso de la hormona colecistoquinina, con
una consecuente estimulacion de la funcion pan-
creatica, causando la hipertrofia del pancreas (Ahmed
et al, 1991). En aves se observé que debido a la
reduccion en la actividad enzimatica, el consumo de
dietas con alto contenido de taninos provocd hiper-
trofia pancredtica, probablemente como una respuesta
para compensar la inhibicion en la produccion de
enzimas como la tripsina y la c-amilasa, que son
inhibidas por los taninos (Ahmed ¢t al,, 1991). En las
presentes  condiciones  experimentales el peso del
pancreas no vario entre los animales alimentados con
ambuas dietas, lo que podria corroborar la hipotesis de
que a nivel intestinal, la actividad de la tripsina no fue
alterada por el consumo de las dietas con alto o hajo
contenido de taninos. Mariscal-Landin ¢f al. (2004),
tampoco observaron un incremento del peso del
pancreas en cerdos en crecimiento alimentados con
niveles crecientes de taninos.

Jansman ¢t al. (1994) reportaron que el uso de
dictas en las que se incluyen niveles altos de taninos
(provenientes de habas o su cascarilla) reduce la
ganancia de peso en cerdos, pues los taninos conden-
sados interactGan con las proteinas dietéticas v
enddgenas, como las enzimas digestivas; sin embargo,
en el presente trabajo no se confirmé tal observacion.
De la misma manera se observa que el nivel de
taninos de fos sorgos empleados en las dos dietas
experimentales no afecté el peso de los drganos
digestivos.  En otros trabajos, el peso del pancreas
(Jansman et al., 1993) o del intestino delgado (Reis de
Souza ¢t al., 2005) no varié entre los lechones que
vonsumicron dietas SBT o SAT. Tampoco en cerdos
en crecimiento alimentados con dietas a base de
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sorgos con alto y bajo contenido de tanines se
encontraron diferencias en el peso del pincreas
(Mariscal-Landin et al,, 2004).

El pH de los contenidos gastrointestinales en el
presente trabajo no se afectéd por el nivel de laninos,
coincidiendo con lo publicado por Biagi et al. (2010), a
pesar de que hay indicios de que el consumo de sorgo
alto en taninos podria alterar el balance evologico de
la flora microbiana gastrointestinal (Semanta ef al.,
204) y los productos de su fermentacion  que
contribuyen al pH. Se ha observado que los taninos
tienen un efevto en la selecaon de las enterobacterias
y bacteroides (Smith y Mackie, 2004) que producen
dcidos grasos volitiles (acético, propidnico y butirico)
en sus procesos fermentativos en lugar de dcido
lictico (producido en mayor proporcidn por los lacto-
bacilos y bifidobacterias) (Blank ef al,, 2001), of cual
disminuye el pH de la digesta (Pieper ef al, 2009).
Biagi et al. (2010) observaron un fuerte efecto del nivel
de taninos sobre la microbiota a nivel cecal.

Los cambios de los valores de pH de los
contenidos gastrointestinales observados durante el
periodo experimental se relacionan con el cambio de
alimento entre la lactancia y ls fase posdestete. El
elevado pH del estomago en los animales al dia del
destete, probablemente fue causado por la baja
capacidad de secrecion de dcido clorhidrico presente
en los animales jovenes v por la elevada capacidad
amortiguadora de la leche (Yen, 2001). Es probable
que el hajo consumo de alimento, que normalmente se
presenta en los tres primeros dias posdestele, hiciera
que el pH del estomago tuviera una importante
reduccion (Makkink ef al,, 199M) al dia 3 posdestete. El
incremento del consumo  de alimento  solido que
onmmmkmdm;nﬂmmpndomm\httorque

i6 el desarrollo de la mucosa a
(Cramwell, 1995; Reis de Souza ¢f al, 2012), reper-
cutiendo en una mayor capacidad de secrecion dcida
por unidad de PV del estomago (Cramwell, 1995),
reduciendo ef valor del pH de la digesta respecto al
destete. Sin embargo, la capacidad amortiguadora de
la dieta {Levic et al, 2005) es un factor que impide que
el valor de pH en el estdmago de los lechones sea tan
bajo como el observado en los primeros dias pos-
destete.  El pH mas acido (pH = 5) observado en e
contenido del duodeno en el dia 3 posdestete, proba-
blemente sea una consecuencia de la llegada del
quimo dcido proveniente del estomago. Asi, ¢l pH
mias alcalino observado en el contenido de yeyuno e
ileon al dia 3 posdestete, probablemente fue una
reaccion  esperada, debido al efecto amortiguador
inicial de las secreciones pancredtica y biliar seguido
de la intestinal (Yen, 2001). Al dia 16 posdestete el pH
de los contenidos de yeyuno e fleon fueron menos

Gomez-Soto et al.

alcalinos, y se sabe que pH alcalinos en el intestino
delgado pueden contribuir 4 un ambiente propicio
para que la E coli enterotoxigénica pueda colonizar
las  vellosidades ocasionando cuadros  diarreicos;
mientras que pH dcidos pueden favorecer el cred-
miento de bacterias benéficas e inhiben el desarrollo
de las daninas (Williams e¢f al.,, 2001). La produccion
de acido lactico por parte de algunas bactenias
(lactobacilos) puede contribuir & mantener este pH
acido (Pieper et al., 2009),

Los taninos podrian danar la mucosa intestinal
causando efectos oxicos a mivel sistémico (Reed, 1995;
Mariscal-Landin ef al., 2004). Sin embargo, la altura de
las vellosidades inlestinales de los animales alimen-
tados con las dos dietas experimentales en el presente
trabajo, muestra un comportamiento esperado para la
fase posdestete (Kelly ef al, 1991; Vente-Spreeu-
wenberg, ¢f al,, 2004ab), es devir, un acortamiento de
las mismas en los tres primeros diss posdestete,
seguido de una recuperacion de su crecimiento hasta
la segunda semana posdestete. Los valores observa-
dos indican que el dano en las vellosidades de los
animales de ambos tratumientos no fue afectado por
el nivel de taninos. En otros trabajos, Reis de Souza et
al. (2005) y Biagi ef al. (2010) tampoco observaron un
efecto del nivel dietético de taninos para lechones,
sobre la altura de vellosidades intestinales, aunque si
hubo un efecto en las profundidad de las criptas
ileales (Biagi et al, 2010).

El efecto significativo de la edad de los lechones
sobre las caracteristicas morfofisioldgicas observado
en el presente trabajo, probablemente se relaciona con
el incremento de la capacidad digestiva de los anima-
les posdestete. Reis de Souza ef al. (2012) senalaron
que el consumo de alimentos solidos es importante
desde el punto de vista de la fisiologia y salud
gastrointestinal, pues estimula el desarrollo de la
mucosa gastrica, del pdncreas y del intestino delgado.
A mayor consume se observa un mayor crecimiento
de la mucosa gistrica ¢ intestinal (Cramwell, 1995), v
consecuentemente de estos Grganos digestivos (Reis
de Souza e al., 2005; Souza et al,, 2007). Sin embargo,
en los dos o tres primeros dins posdestele es comin
observar una disminucidn del peso de los Grganos
digestivos, aungue en algunos casos  permanece
similar al que presentaban al destete (Makkink ¢t al,
1994; Aguilera et al., 2003; Pluske et al., 2003; Escobar
ef al., X08). Esto se debe al consumo reducido de
alimento en estos primeros dias posdestete, provo-
cando la atrofia de las vellosidades intestinales
(Pluske et al., 1997; Sprecuwenberg, et al, 2001), con
una posterior recuperacion de su cnecimiento.  En el
presente trabajo no se pudo medir la morfologia de
las vellosidades al momento del destete; sin embargo,
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los valores reportados por Nabuurs ef ol (1993),
Hedemann et al. (2003) y Venle-Sprecuwenberg, ef al.
(2004ab) muestran que al destete las vellosidades
miden entre 350 y 450 pm, similar a lo que se observo
en duodeno de los animales al dia 3 (334 pm) y 16
(400 pm) posdestete. Esto indica que el nivel de
taninos no tuvo un efecto en la morfologia de las
vellosidades y criplas inlestinales. En yeyuno e ileon
las vellosidades no incrementaron su altura entre el
dia 3 y 16 posdestete en ambos grupas de lechones,

Se concluye que el nivel de laninos del sorgo
incorporado en las diclas posdestete no tuvo un
efecto determinante sobre el peso de los érganos
digestivos de los lechones, ni la actividad de la
tripsina a nivel pancreatico, el pH, ni la morfologia
de las vellosidades y criptas intestinales. Las carac-
teristicas morfofisiologicas estudiadas cambiaron
en el periodo posdestete, indicando una adaptacion
digestiva al consumo de alimento iniciador.
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ABSTRACY

We evaluated the effects of three sorghum-based diets with different levels of tannins and kafirins on
some gastrolntestinal morphophysiological characteristics of growing plgs. We also evaluated the plgs'
performance and the presence of kafirin fractions in sorghum samples and in lleal digesta, We used 24
pigs that weighed 22,1 +0.65 kg randomly assigned to four di t cereal-soybean meal diets: a
com-based (control diet; C), a low tannin and low kafirin sorghum-based (LTLK), a low tannin and high
kafirin sorghum-based (LTHK), and a high tannin and high kafirin sorghum-based (HTHK), We evaluated
the pH of the gastrointestinal digesta, the liver and pancreas weight, and the total and specific trypsin
and chymotrypsin enzymatic activities In the pancreas, and the intestinal villi morphology. The results
indicated that the different sorghum diets did not affect the performance of the pigs (P> .05) or the
majority of the evaluated morphophysiological parameters. The total trypsin activity was higher in pigs
fed the HTHK diet (P < .001). The highest intensity/area of the kafirn fractions was noted In lleal digesta
from pigs fed LTHK and HTHK diets, The simultaneous presence of high levels of tannins and kafirins
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could affect the digestion of sorghum proteins.

1. Introduction

During the last few years, sorghum has been the fifth most
economically important grain in the world, after wheat, com,
rice and barley (Monk et al. 2014), It is considered a primary
feed crop in the semlarld tropical regions of Asla, Africa and
South America, because It is cultivated in dry areas with low
soll moisture (Rakshit et al, 2014; Mateus et al. 2016). In
Mexico, sorghum Is the second most produced cereal after
corn and is almost exclusively used in animal feeds (Mariscal-
Landin et al, 2004) mainly in pig nutrition, Sorghum and corn
have similar crude protein content, but the nutritional value
of sorghum may be lower due to the presence of tannins
(Flalho et al. 2002) and kafirins (Aboubacar et al. 2001; Chi-
quito-Almanza et al, 2011), Tannin content in sorghum grains
can vary considerably among different genetic backgrounds
(Wu et al, 2012), and their hybrid can be divided into high
and low tannin (Marlscal-Landin et al. 2004), Sorghums with
low tannin content are the most commonly cultivated sor-
ghums In Mexico and in the world (Orla et al. 2000; Ramirez
et al. 2005), despite the fact that the sorghum hybrids with
high tannins have added protection from birds and fungal
Infestations (Wu et al, 2012), Tannins are polyphenolic com-
pounds of high molecular weight that are present in the peri-
carp of the grain (Mueller-Harvey 2006), Tannins are classified
as either hydrolysable or condensed (Lee et al, 2010; Van
Parys et al. 2010), and there are the condensed tannins that
are present In sorghum (Fayyaz and Naser 2015} Tannins

form complexes with polysaccharides and proteins (dietary
and endogenous), and bind to digestive enzymes, amino
acids, fatty acids and nucleic acids (Serrano et al, 2009; Jezierny
et al, 2011; Plluzza et al. 2014), which may affect digestive
secretions and nutrlents use,

Kafirins are the most abundant proteins In sorghum (De
Mesa-Stonestreet et al. 2010). Based on differences in solubi-
lity, molecular weight, structure, and amino acid composition
(Bansal et al, 2008), the kafirins are classified into a, 8, y and
6 fractions. To separate these fractions many researchers
have used electrophoresis test (Hamaker et al, 1995; El Nour
et al. 1998; Duodu et al, 2002; Nunes et al. 2005). However,
western blot test can also be employed using specific anti-
kafirin antibodies (Mazhar and Chandrashekar 1995; Wong
et al, 2010).

Kafirins can affect sorghum nutrient utilization (Kumar et al,
2012) because they are non-soluble in water (Xiao et al. 2015),
and contain high levels of proline, an amino acid that has a
high affinity to form complexes and bind to tannins (Taylor
et al, 2007; Piluzza et al, 2014), which further limits the action
of the digestive enzymes on dietary proteins. Kafirins are also
the last proteins to be digested in sorghum flour {Hamaker
et al, 1986), which Is probably because they are encapsulated
In protein bodies In the endosperm of the grain (Chandrashekar
and Mazhar 1999; Bansal et al. 2008) and they form polymers,
trimers and dimers (Nunes et al. 2005; Belton et al. 2006) affect-
ing the digestive process,
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Because tannins and kafirins in sorghum may affect enzyme
activity, and consequently the digestion and absorption of
nutrients that would be used for the development of the pig,
our hypothesis was that high tannin and high kafirin
sorghum-based diets fed to pigs could decrease pigs' perform-
ance. The objective of this study was to Investigate the effect of
different sorghum-based diets, with different levels of tannins
and kafirins, on some morphophysiological characteristics of
the digestive tract In growing pigs (pH of gastrointestinal
content, weight of liver and pancreas, enzymatic activity of
trypsin and chymotrypsin, and morphology of the intestinal
mucosa). We also evaluated kafirin profiles In samples of sor-
ghums and ileal digesta samples using two different tests (elec-
trophoresis and western blot),

2. Materials and methods

The experiment was performed at the National Center of Disci-
plinary-Research Physiology of the National Institute of Forestry,
Crops and Livestock (INIFAP) in Mexico. The protocol was
reviewed and approved by the Autonomous University of Quer-
etaro's Natural Science Faculty's Bloethics Committee (authoriz-
ation: 90-FCN-2014). The management of the experimental
animals was performed according to the Mexican Officlal
Norm ‘NOM-062-Z00-1999' guidelines (Diario Oficial de la Fed-
eracion 2001) and the Intermational Guiding Principles for Bio-
medical Research Involving Animals (CIOMS/ICLAS 2012). The
laboratory analyses were performed at the Natural Sclence
Faculty's Animal Nutrition Laboratory,

2.1, Experimental treatments

The chemical composition of the three sorghum hybrids and
the corn used in the experiment were determined before for-
mulating the diets, The content of prolamins (true kafirins in
sorghum and true zeins in corn, which are homologous pro-
telns, according to Oom et al. 2008) were determined
(Hamaker et al. 1995}, as well as the condensed tannin
content of the sorghum hybrids (Price et al. 1978). Then we
classified the three sorghums hybrids into low In tannins and
low in kafirins (LTLK), low in tannins and high in kafirins
{LTHK), and high In tannins and high In kafirins (HTHK)
(Table 1). The gross energy of the sorghum and corn were quan-
tified using calorimetry (Bateman 1970). Crude protein, ashes,
and ether extract were also determined, based on the AOAC
(2002) methods 976.05, 92303, and 92035, respectively.
Neutral detergent fibre was also quantified (van Soest et al.
1991), Amino acid determination was performed according to
the 994,12 method of AOAC (2002), which involved samples
being hydrolysed at 110°C for 24 h in HClI 6M. Amino acid
quantification was performed using lon exchange, applying
the postcolumn derivatization test in a HPLC (Model 1100
HPLC, Hewlett Packard®), attached to a Pickering Pinnacle
PCX. To determine methionine and cysteine content, a previous
oxidation with performic acid was performed (Csapd et al,
2005},

Based on the results of chemical analysis of the major
ingredients, four different cereal-soybean meal diets were for-
mulated: a corn-based diet (control diet; C), an LTLK sorghum-
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Tabde 1, Chemical composition of the sorghum hybrids and com as fed,

Sorghum hybids Com
LTLK LTHK HTHK

Dry matedal (DM 89.16 8906 8786 M
Crude protesn,% 802 910 745 774
Troe kalirins” 58.69 7364 69,53 -
Troe zeins’ - - - 56,40
Tannins% ND ND 540 ND
Gross energy, Mcal/kg 3981 1940 19R 4045
Ashes W 150 250 190 1.10
Neutral detergent fibee, % 1024 449 an 6.55
Ether extract,% 219 262 245 365
Amino acids (g/&g of DM)
Alanine 063 0.79 056 051
Arginine 0.30 034 0.28 0.36
Aspartic acd 0.22 0.60 045 044
Cysteine 017 014 014 017
Glutamic ackd 144 179 127 1.3
Glycine 021 04 0.20 0.26
Histidne 019 o 017 0.24
Isoleucine 033 0.38 0.29 027
Leudine 1.04 1.25 087 0.86
Lysine 0.26 028 025 032
Methionine 017 016 014 020
Proline 072 044 oM 049
Phenylalanine 043 Q.50 037 037
Serine 0.22 034 027 on
Theeonine 0.6 0.29 0 0.26
Tyrosine 029 0.34 0.26 0.26
Valire 0.40 047 035 0.37

*In the case of _c;}vv’i.r}-&ikgar'&nlm of true zeins. éxpmud #5 the percentage
content of pealaming regarding the content of crude protein.
NO: None detected.

based diet, an LTHK sorghum-based diet, and an HTHK
sorghum-based diet (Table 2). All diets were formulated using
the Ideal protein concept, according to the digestible amino
acid requirements recommended by the NRC (2012). To formu-
late the HTHK diet, a lower amino acid digestibility of the high
tannin sorghum was considered (Mariscal-Landin et al. 2004),

Table 2, Composition of experimental diets as fed.

Diets
Ingredients (% of total) LTLK LTHK HTHK C
Sorghum 68.60 7213 009 -
Corn - - - 6451
Soybean meal 25.7% 2245 2545 2586
Soybean oll 24 186 192 228
L-Lysine 041 049 045 040
L-Theeonine 0.10 on 013 009
DC-Methionine 014 014 017 0.10
|- Tryptophan - o 001 am
Common salt 0.50 050 050 0.50
Calomim carbonate 0.74 075 074 073
Dicalcium phosphate 119 2 120 118
Witaming' 0.24 024 024 0.24
Minerals" 010 010 010 0.10
Chemical composition
Dry Matter, % 9194 9199 9235 02.64
Crude protesn,% 1762 1588 16469 16,80
Ashes % 5.87 724 s A57
Metabolizable energy, Mcal/kg 130 130 130 130
Gross energy, Mcal/kg 423 434 433 439

“Each kg of product contains vitamin A 10.20 international units (IU), vitamin D
1.98 IU, vitamin E 0.06 I, vitamin K 1.20 mg, riboflavin (B2) 7.20 mg, vitamin
B12 (cyanocobalaming 0.04 mg, choline 968,58 mg, niacin 36 mg, pantothenic
ackd 16.55 mg, thiamin (81) 0.30 mg, pyridoxine (B6) 0.31 mg, biotin 0.08 mg,
and fobc acid 0.75 mg.

“Each kg of product contains sulphur 200 mg, cobalt 0,72 mg, copper 144 mg,
Iron 120 mg, manganese 36 mg, selenium 030 mg, lodine 0.96 mg, 2inc
144 myg, and chloride 300 mg.
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which favoured the inclusion of more digestible amino acids
from soybean meal and the addition of crystalline amino
acids. Dry matter, crude protein, ashes (AOAC 2002), and
agross energy (Bateman 1970) of the diets were analysed
(Table 2).

2.2. Animals

Twenty-four growing pigs (Fertilis 20x G Performance, Geneti-
porc*) of both sexes, with an average body weight (BW) of
22.1 4065 kg were used, The experiment was performed in
two blocks (different months) with 12 pigs in each one, and a
total of 6 animals being assigned to one of the four diets, The
plgs were housed for 12 d In individual pens (elevated 50 cm),
equipped with an individual feeder and a nipple drinker. Pigs
had ad libitum access to their diet and water during the entire
experiment, Average daily feed Intake (ADFI) and average
dally gain (ADG) were recorded, and the gain to feed ratio
(G:F) was calculated,

2.3. Sampling

At the day 12 of the experiment, the pigs were weighed and
tranquillized with azaperone (2 mg/kg BW}), They were then
anaesthetized with isoflurane (inhaled) and slaughtered using
a cardiac overdose of sodium pentobarbital (50 markg BW).
An incision was done in the abdomen midline, and the pancreas
and liver were collected and weighed. The pancreas was main-
tained at ~80°C until the total and specific activities of trypsin
(Reboud et al, 1962) and chymotrypsin (Bergmeyer et al.
1974) were measured, Protein concentration in the pancreatic
tissue was quantified as described by Lowry et al. (1951). The
stomach, jejunum, ileumn, caecum, and colon were dissected
and emptied, and the pH of thelr content was measured
using a potentiometer (Model PH211, Hanna Instruments”®),
The ileal digesta from the pigs on the sorghum-based diets
were collected to perform the electrophoresis and western
blot tests. They were kept at ~80°C, untll they were lyophilized
and grounded using a mill with 1 mm sieve (Thomas-Wiley®),
and the crude protein (AQOAC 2002) was determined.

In order to measure the villi height and crypts depth, 10 cm
sections of the duodenum, jejunum, ileum, and caecum were
collected, washed with a saline solution, and preserved in a
10% neutral formalin solution. Afterwards, the sections were
fixed in paraffin, sectioned into 5 pum slices, stained with haema-
toxylin and eosin, and Inspected using an optical microscope
(Vert. A1, Zeiss"). Ten villi and crypts of each intestinal section
were measured (Nabuurs et al. 1993) using AxioVision 4.9 soft-
ware (Zeiss").

2.4, Electrophoresis and western blot tests

A total of six 12% polyacrylamide gels (SDS-PAGE) were used for
the identification and analyses the profiles of kafirins in the
three sorghums and in the ileal digesta from four pigs of each
diet (Laemmli 1970). Four of these gels were used for the elec-
trophoresis tests and two for western blot tests, The sorghums
and ileal digesta samples (50 ug of crude protein), under
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reducing conditions (Duodu et al. 2002), were placed in the
wells of each gel. Gels for the electrophoresis tests were
stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 (Xiao et al. 2015).
In three wells of each electrophoresis gel, 3, 6, and 12 pg of
bovine seroalbumin were placed as a known concentration of
internal standard protein to make the standard curve (Sato
et al. 1986) to quantify the amount of monomeric kafirin frac-
tions in the ileal digesta.

To perform the western blot tests, all bands were transferred
to nitrocellulose membranes (Cat. 162-0115, Bio-Rad), and
blocked with a 5% concentration of skimmed milk (Le Gall
et al. 2005). After being blocked, the membranes were incu-
bated with polycdonal antibodies (produced by rabbits) that
acted against the sorghum kafirins. In order to produce the
anti-kafirin antibodies, three rabbits were each inoculated
three times in the back (intradermally), with an interval of
15d between inoculations. For the first inoculation, the
rabbits received 0.5 mg of emulsified kafirins in complete
Freund's adjuvant (Cat. F5881, Sigma). For the other inocu-
lations, the rabbits received 0.25 mg of emulsified kafirins In
an Incomplete Freund’s adjuvant (Cat. F5506, Sigma). Seven
days after the last inoculation, the rabbits were slaughtered,
and plasma samples were obtained from each one (Stills
2012). The anti-kafirin antibodies were used in a 1:600 dilution,
A commercial anti-rabbit IgG produced in donkeys was used as
a second antibody (A120-208P, Bethyl Lab.) in a 1:2000 dilution.
The dilutions of antibodies were established using a dot blot
test (Hawkes et al, 1982). Finally, the western blot was revealed
with a peroxidase substrate kit (SK-4800, Vector Lab).

The gels of electrophoresis and the nitrocellulose mem-
branes were digitalized using a Molecular Imager Gel Doc XR
System (Universal Hood Il, Bio-Rad) and analysed using the
Quantity One V 467 software (Bio-Rad). The amount of
protein of each monomeric kafirin band was expressed as ng/
1g of ileal digesta protein in electrophoresis, and as intensity/
area in western blot (Wong et al. 2009; Elkonin et al. 2013).

2.5. Statistical analysis

Data were analysed as a randomized complete block design,
and measures were compared using Tukey's test (Steel and
Torrie 1980) with the GLM procedure of SAS (2008), Statistical
differences were considered significant at P < 05,

3. Results
3.1. Chemical composition

The chemical composition of the sorghum hybrids and corn are
shown in Table 1. The three sorghum hybrids were classified as
low (undetectable) in tannins and low (58.6%) in kafirins (LTLK),
low (undetectable) in tannins and high (73.6%) in kafirins
(LTHK), and high (5.4%) in tannins and high (69.5%) in kafirins
(HTHK), The true zein content of the corn was similar to the
true kafirin content of the LTLK sorghum hybrid. We observed
some differences between the sorghum hybrids for crude
protein, neutral detergent fibre, and ether extract content.
However, gross energy content was similar. There were some
differences in composition between the corn and sorghum
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hybrids, mainly for the neutral detergent fibre and ether extract
content, as well as for the amino acids profile.

3.2, Performance and morphophysiological
characteristics

There was no effect of diet on pig performance (P> 05). The
average values observed in all pigs were an ADFI of 1.568 kg
and an ADG of 0,685 kg, with a G:F ratio of 0.448,

Table 3 shows that the experimental diets also did not affect
(P > 05) the pH of the digesta in the stomach and intestinal por-
tions, the liver and pancreas relative weights, the specific
trypsin activity, the total and specific activities of chymotrypsin,
the villi height, and crypt depth In all intestinal portions.
However, pigs fed the HTHK diet had a higher total trypsin
activity (TTA; P=.003),

3.3. Identification of kafirins

Figure 1 shows an electrophoresis gel that is representative of
the four analysed gels. We detected the kafirin fractions y
(27.9 kDa), a, (254 kDa), a; (24 kDa), and 8 {189 kDa) in the
sorghum samples. In the ileal digesta samples, the kafirin frac-
tions y, a,, and a, were still present, whereas the B fraction
was no longer present,

Table 4 shows the analysis of the kafirin bands present in the
electrophoresis gels, The a, kafirins had more (P<.01)

Table 3, Marphophysiological characteristics of the digestive tract of pigs fed
different sorghum- and corn-based diets,

Diets
LTLX LTHK HTHK C P SEM

Stomach 35 27 37 37 13 0.14

Jejunum 6.5 64 58 58 44 0.16

lleum 65 6.3 54 54 092 0.15

Caecum 56 57 55 55 565 0.05

Colon 57 56 56 56 9313 0.05
RW {g/kg BW)

Liver 25 303 283 304 482 0.50

Panceas 23 23 23 21 462 0.05
Erzymatic activity

A 3532* 3430° 409" 3402" 003 600

STA 50 a7 57 47 146 1.7

TCA (107 25 200 237 42 184 69

SCA 3728 2884 2662 3368 2141050
Duodenum

VH (um) 436 489 467 467 200 122

CD (pm) 206 200 214 214 554 69
Jejunum

VH (um) 469 433 453 453 216 140

CD (pmy} e n 204 204 225 83
tleum

VH (um) 462 460 an an 789 163

€D (pm) 217 213 226 226 945 84
Caecum

€0 (um) 493 537 495 495 51 107
Colon

CD (um) 448 498 492 492 614 159

Note: Values in the same row without a common superscript letter are significantly
different [P < 05).

SEM: standard error of the mean; RW: relative welght; TTA: total trypsin activity, as
International Units (U)/g of pancreas; STA: specific trypsin activity, as IW/mg of
pancreatic proteln; TCA: total chymotrypsin activity, as 1U/g of pancreas; SCA:
specific chymotrypsin activity, as 1U/mg of pancreatic protain; VH: villi hesght;
CDx crypts depth.
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concentration in the ileal digesta from the pigs fed HTHK diet
than in the pigs fed the low tannin diets (LTLK and LTHK), The
concentration of the a, and y kafirin fractions was not affected
(P> .05) by the diets.

Figure 2 shows a western blot representative of the two ana-
lysed in the study. We detected dimers and trimers with a mol-
ecular weight of 61-81 kDa, as well as the kafirin fractions y
(27.5 kDa), a, (25.5 kDa), a; (23.1 kDa), and f (189 kDa), in
the sorghum samples and in the ileal digesta. The intensity/
area of kafirin polymers was considerably lower in the ileal
digesta than in the sorghum samples. Also we detected in the
ileal digesta some residues of kafirin digestion with a very low
molecular weight, regardless of the diet.

Table 4 also shows the analysis of the kafirin bands present
in the western blot tests. In addition, for the y, a;, a; and f8
kafirin fractions, a higher intensity/area was noted for the
high kafirin diets (LTHK and HTHK) than for the LTLK diet (P <
0.05}).

4, Discussion

The variation in the chemical composition of the sorghum
hybrids (Mariscal-Landin et al. 2004; Ramirez et al. 2005) indi-
cates an essential need for the feed industry to perform more
frequent analyses of their ingredients. Regarding the crude
protein level, there was a lower variation (7.4%-9.1%) In
values for the sorghums used in this study than for the sor-
ghums mentioned in the literature (6.6-15%; Ramirez et al.
2005). The crude protein level of the LTHK sorghum and the
corn used In the present study were In accordance with the
NRC (2012), while the crude protein levels of the LTLK and
HTHK sorghums were in accordance with Rostagno et al, (2011).

There was also considerable variation in the levels of tannins
for the three sorghum hybrids used in this study. In two of the
hybrids, no tannins were detected, whereas the third hybrid
had a high (54%) level of tannins, similar to the values for
typical high tannin varieties (Ramirez et al. 2005; Gémez-Soto
et al, 2015).

The values of kafirins observed in this study varied between
58.6% and 73.6%. These data were within the range (37.5% and
72.9%) reported by Selle et al. (2010). A high proportion of
sorghum proteins are kafirins (Wong et al, 2009), and therefore
an increase In total crude protein is likely related to an increase
of kafirins (Mossé et al, 1988), as we observed for the low tannin
sorghums.

Our results suggest that low tannin sorghums can replace
corn In the diets of pigs between 10 and 30 kg without nega-
tively affecting ADFI, ADG, and the feed conversion ratio
(Fialho et al, 2004). We also observed that, when diets are for-
mulated based on the digestible amino acid content, it is poss-
ible to use high tannin sorghums without affecting the growth
of animals,

One of the hypotheses of this study was that high tannin and
kafirin levels in sorghum would have a negative effect on the
growth of animals and the morphophysiology of the intestinal
tract, This is because many authors have noted that tannins
form complexes with digestive enzymes Jansman et al, 1993;
Emmambux and Taylor 2003), polysaccharides, and proteins
(Duodu et al. 2002; Serrano et al. 2009), which may affect
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Figure 1, Electrophoresis gel indicating the presence of kafirin fractions in sorghum grains and non-digested kafirin fractions in the ileal digesta of pigs fed different
sorghum-based diets, 1: molecular weight (Cat. 161-0317, Bio-Rad]; 2: soeghum LTLK; 3: sorghum LTHK; 4: sorghum HTHK; 5 ileal digesta diet LTLK; & ileal digesta diet
LTHEK; 7: tleal digesta diet HTHK; 8-10: bavine serum albumin (known molecudar weight of 66 kDa).

Table 4. Concentrations of monomeric kafirin bands detected by electrophoresis
and western blot tests.

Sorghum-based diets

Kafirin fraction LTIK LTHK HTHK P SEM
Electrophoresis (ng/pg of lleal digesta protein)

Gamma [y) 281 280 338 340 33
Alfa 1 (ay) 1478" 1284" 1815 002 43
Alfa 2 (a,) 382 398 389 983 i3
Westemn blot (intensity/area)

Gamma (y) 5056 61210 6167* 003 1023
Alfa 1 (@) 5367° 6402¢ 6098° 009 1059
Alfa 2 (ay) 3454° 5331* 5746* 003 1999
Beta (8) 6262 10807* 13412" 004 6333

Note: Values in the same row without a common superscript fetter are significantly
different (P < 05),
SEM, standard error of the mean.

digestion and absorption of the nutrients. Furthermore, the
complexes formed between the proline of kafirins and
tannins reduce the possibility of enzymatic action over the pro-
teins (Emmambux and Taylor 2003) and decrease the digestibil-
ity of most of the essential amino acids (Jansman et al, 1993).
This occurs mainly in the high tannin sorghums (>4%) (Maris-
cal-Landin et al. 2004, 2010). Thus, with a fower digestive utiliz-
ation of sorghum proteins, we expected to observe a negative
effect of high kafirin diets (LTHK and HTHK) on the parameters
evaluated for the pigs. However, our results showed no nega-
tive effects on performance nor on the morphophysiological
characteristics of the digestive tract, corroborating with the
results of Mariscal-Landin et al. (2004) who reported that the

! 3 ] ‘ s

0" b L) " w

Figure 2. Western blor indicating the presence of kafirin fractions in sorghum grains and non-digested kafiin fractions in the llea! digesta of pigs fed different
based diets. D-T: dimers and trimers of kafirins; RD: digestion residues of kafirins; 1: molecular weight (Cat. 161-0324, Bio-Rad); 2” sorghum LTLK: 3: sorghum LTHK; 4:
sorghum HTHK: 5 and &: deal digesta diet LTLK; 6 and 9; ileal digesta diet LTHX; 7 and 10: ileal digesta diet HTHK.
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tannin content did not affect pancreas weight and specific
activity of trypsin,

Qur findings showed that TTA in pancreatic tissue increased
in response to the HTHK diet, whereas Jansman et al. (1994)
reported that animals fed high tannin sorghums have a
reduction In trypsin activity in their ileal content. The Increase
In pancreatic trypsin activity is probably due to the interaction
between tannins and trypsin in the intestine, decreasing the
amount of trypsin available for hydrolysis and increasing the
amount of cholecystokinin secreted which stimulate the pan-
creatic secretion (Fushiki and Iwai 1989; Ahmed et al, 1991;
Thaela et al, 1995) and, in turn, the trypsin secretion.

The weight of the pigs is an important factor that needs to
be considered, because we used growing pigs that had a func-
tional and mature gastrointestinal tract (Mariscal-Landin et al.
2010), which allows them to take advantage of the nutrients
of the food In a better way, and when the pigs have up to
25 kg BW, the presence of tannins showed little effect on
growth performance (Lizardo et al. 1995), In fact, the pigs
welghed 221+ 065 kg at the start of the experiment and
they weighed 30.5 + 1.36 kg at the end of the experiment. So
two factors could explain the absence of an adverse effect of
tannins on pigs' performance. The first was that diets were for-
mulated to furnish the same amount of digestible amino acids,
diminishing the deleterious tannin effect on amino acids digest-
ibility (Selle et al, 2010), The second factor was the pig weight
(22-30 kg) because they were able to maintain the same feed
Intake avolding the main adverse effect of tannins (reduction
of feed intake) on performance (Lizardo et al, 1995),

The fact that we found the kafirin fractions in the ileal digesta
confirmed the effect of tannins and kafirins on the digestibility
of sorghum-based diets observed by Mariscal-Landin et al.
(2004). Regarding the electrophoresis test, the HTHK diet
resulted in a higher concentration of @, kafirins, which indicates
a lower digestibility (Aboubacar et al, 2001) of this fraction com-
pared to the a, kafirins in the other diets. Several authors
reported that a kafirins are located in the central and intemnal
part of the protein body of sorghum, while y kafirins (Nunes
et al. 2005; De Mesa-Stonestreet et al. 2010) and 8 kafirins are
located in the peripheral area of the grain (Taylor et al, 2007),
Because of the location of the a kafirins, the digestive
enzymes probably have difficulty to hydrolyse these kafirins,
whereas the f and y kafirins are the first fractions to be
degraded, owing to their peripheral location (Oria et al, 1995,
2000). This may be the reason for the larger quantity of a, kafir-
ins in the ileal digesta, especially for the pigs fed the HTHK diets,

In the ileal digesta, B8 kafirins were not detected by electro-
phoresis, and this suggests that they were totally digested,
However, two factors need to be considered, First, § kafirins rep-
resent only 8-13% of the kafirins present in sorghum grain,
while a kafirins represent 66-84% (Chamba et al, 2005; Wong
et al, 2009; De Mesa-Stonestreet et al. 2010). Second, Coomassie
blue staining has a limited capacity to detect proteins (Wester-
meler 2011).

In the western blot test, all kafirin fractions were detected in
the ileal digesta, even S and the low-molecular-weight kafirins,
due to the high specificity of this test (Sambrook and Russell
2001) because specific antibodies against sorghum kafirins
were used. The presence of 8 kafirins in the western blot test
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and the higher concentration observed in the ileal digesta for
pigs fed high kafirin diets (LTHK and HTHK) indicate that § kafir-
ins were not totally digested, and their digestibility is probably
related to the kafirin level in the sorghum,

The y kafirin fractions were present in the ileal digesta in the
electrophoresis and western blot tests (Figures 1 and 2). The y
kafirin fractions are rich In cysteine and proline {Oria et al.
2000; Duodu et al. 2003; Belton et al. 2006) and have an
inherent capacity to form disulphide bonds and protease-resist-
ant complexes (Chandrashekar and Mazhar 1999; Wong et al.
2010). Pigs fed high kafirin diets (LTHK and HTHK) had a large
concentration of the y kafirin fraction, indicating that this frac-
tion is poorly digested, because a higher intensity/area in ileal
digesta indicates a lower digestibility of the proteins {Abouba-
car et al. 2001; Wong et al. 2009),

The presence of kafirins In trimers and dimers or in a
monomeric state In the ileal digesta suggests that kafirins
are also resistant to enzymatic digestion, regardless of their
position in the protein body in the grain, and this is probably
due to their hydrophobic nature (Hamaker et al. 1986, 1987;
Xiao et al. 2015). The low-molecular-weight kafirin bands
detected in the ileal digesta were not found in the
sorghum samples, which suggests that they are not the &
kafirins described by Belton et al. (2006) and De Mesa-Stone-
street et al. (2010), and are probably peptides of kafirins par-
tially digested.

The effect of the intake of an elevated kafirin level in the ileal
digesta is demonstrated in the western blot test, by a higher
quantity in the y, a,, a;, and § kafirin fraction bands in pigs
fed the high kafirin diets independently of the tannin levels
(LTHK and HTHK), corroborating that not only tannin levels
are a factor to consider when pigs fed diets with sorghum but
also that kafirin levels must be considered (Elkin et al. 1996; Mar-
iscal-Landin et al. 2010), as they could negatively affect the
digestibility of the sorghum protein,

5. Conclusion

There was no adverse effect of the sorghum tannins and kafirins
on the performance of the growing pigs and in most of the mor-
phophysiological characteristics of their gastrointestinal tract.
Western blot was more sensible and specific than electrophor-
esis to detect kafirin fractions. The raised concentration of kafir-
ins detected by western blot test in the ileal digesta of pigs fed
LTHK and HTHK diets suggests that kafirins negatively affect the
digestibility of dietary protein, Thus, not only tannin but also
kafirin content in sorghums fed by pigs affected the digestion
of dietary proteins.
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Introduccion

El sorgo es un cereal empleado para la alimentacién humana y del ganado (Wong et
al., 2009; Srinivasa y Ganesh, 2013), el cual posee propiedades quimicas muy similares
al maiz, pero que en el proceso digestivo al ser consumido por los cerdos, puede tener
efectos detrimentales en el aprovechamiento de los nutrientes debido a la presencia de
taninos que forman complejos con proteinas dietarias y endégenas, como las enzimas
digestivas (Serrano et al., 2009; Jezierny et al., 2011), lo que puede ocasionar una menor
absorcion de nutrientes, y por lo tanto, una mayor excrecién de dichos nutrientes no
digeridos y absorbidos hacia el medio ambiente. Elkin et al. (1996) mencionan que la baja
digestibilidad proteica del sorgo se presenta aun en los sorgos con bajo contenido de
taninos, por lo que la naturaleza o perfil de las proteinas es uno de los factores responsables
de la digestibilidad baja del grano de sorgo (Salinas et al., 2006). Las kafirinas son las
proteinas mas abundantes del sorgo, son solubles en alcohol y son las ultimas proteinas de
este cereal en ser digeridas (Hamaker et al., 1986), en parte por su alto contenido de
prolina, aminoacido con gran afinidad para unirse a los taninos y fomentar la formacién
de los complejos taninos-kafirinas (Taylor et al., 2007; Baxter et al., 1997; Piluzza et al.,
2013), que pueden afectar la cantidad de nutrientes absorbidos y disponibles a nivel
celular. La nutricion, que permite la disponibilidad de nutrientes como aminoécidos en el
cuerpo de los animales, tiene relacion directa con la expresion de los genes, los cuales
estan involucrados en la regulacion del desarrollo de los animales (Sato, 2016) y dentro
de los genes que han sido evaluados en cerdos, relacionados con la alimentacién, se
encuentran aquellos que codifican proteinas que participan en el inicio de la sintesis de
proteina a nivel del musculo esquelético, como lo son los genes elF2B1 y elF4e, que
cuando se compara el nivel de proteina dietaria pueden verse influenciados en su expresion
(Escobar et al., 2006; Suryawan et al., 2008; Liu et al., 2014). El objetivo del presente
trabajo fue evaluar si el nivel de taninos y/o kafirinas del sorgo consumido por los cerdos
en crecimiento-finalizacién afecta la expresion de los genes elF2B1 y elF4e involucrados
con el inicio de la sintesis de proteina a nivel muscular.

Material y métodos
Animales, alojamiento y tratamientos experimentales

El experimento se desarrollo en el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en
Fisiologia Animal, del Instituto Nacional de Investigaciona Forestales, Agricolas y
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Pecuarias (INIFAP) en México. El protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro.
(autorizacion: 90-FCN-2014). Los cerdos utilizados en este estudio fueron atendidos de
acuerdo con los lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana
“Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio” "NOM-062-Z00-1999" (DOF, 2001) y de los lineamientos establecidos en
el International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals
(CIOMS/ICLAS, 2012). Los analisis de laboratorio se realizaron en el Laboratorio de
Nutricion Animal de la Facultad de Ciencias Naturales.

La composicion quimica de cuatro hibridos de sorgo y un maiz utilizados en el
experimento fue determinada antes de formular las dietas (Cuadro 1). Se analizo el
contenido de kafirinas verdaderas (Hamaker et al. 1995), asi como el contenido de taninos
condensados de los hibridos de sorgo (Price et al. 1978). Posteriormente se clasificaron
los cuatro hibridos de sorgo en: bajo en taninos y kafirinas (BTBK), bajo en taninos y alto
en kafirinas (BTAK), alto en taninos y bajo en kafirinas (ATBK) y alto en taninos y
kafirinas (ATAK) ) (Tabla 1). La energia neta del sorgo y del maiz se cuantificaron
mediante calorimetria (Bateman 1970). La proteina cruda, las cenizas y el extracto etéreo
se determinaron mediante las técnicas descritas en el AOAC (2002): 976.05, 923.03 y
920.35, respectivamente. También se cuantifico la fibra detergente neutra (van Soest et
al., 1991). La determinacion de aminoacidos se realizo de acuerdo con el método 994.12
del AOAC (2002), que implico que las muestras se hidrolizaron a 110 °C durante 24 h en
HCl 6M. La cuantificacion de aminoacidos se realizd mediante intercambio ionico,
aplicando la prueba de derivatizacion posterior a la columna en una HPLC (HPLC Modelo
1100, Hewlett Packard®), la cual estaba unida a un Pickering Pinnacle PCX. Para
determinar el contenido de metionina y cisteina, se realizé una oxidacién previa con acido
performico (Csapd et al. 2005).

De acuerdo a los resultados del analisis quimico de los ingredientes principales, se
formularon cinco diferentes dietas de harina de soya y cereales: una dieta a base de maiz
(dieta de control; C); dietas basadas en sorgo: baja en taninos y kafirinas (BT-BK), baja
en taninos y alta en kafirins (BT-AK), dieta alta en taninos y baja en kafirins (AT-BK) y
dieta alta en taninos y kafirinas (AT-AK). Todas las dietas se formularon usando el
concepto de proteina ideal de acuerdo con los requerimientos de aminoacidos digestibles
recomendada por el NRC (2012) para las fases de crecimiento (FC) y de finalizacién (FF).
Las dietas fueron isocaldricas (3300 kcal / kg) y proporcionaron 0.88% y 0.74% de lisina
digestible en la etapa FC y FF, respectivamente (Cuadro 2).

En el experimento se emplearon 60 cerdos (GP8 x Fertilis 25 PIC®) de ambos sexos,
con un peso corporal (BW) promedio de 54.0 + 12.35 kg. El peso corporal inicial fue
balanceado en todos los tratamientos. Los cerdos se alojaron individualmente en corrales
de piso equipados con un bebedero de chupon. Los cerdos tuvieron acceso ad libitum al
agua y a las dietas experimentales. Se asignaron aleatoriamente seis cerdos machos y seis
hembras a cada una de las cinco dietas experimentales. Los cerdos se alimentaron con las
dietas formuladas para la FC durante 28 dias y para las dietas de la FF durante 28 dias
también. El consumo de alimento se midio diariamente. Los cerdos se pesaron al comienzo
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y al final de cada fase. Se registraron el consumo diario de alimento (CDA) y la ganancia
diaria de peso (GDP), y se calculd la eficiencia alimenticia (EA) para cada fase.

Colecta de los tejidos

En el dia O (tiempo 1), 28 (tiempo 2) y 56 (tiempo 3) del experimento, se recogieron
muestras (biopsias) en el punto P2 del musculo longuissimus dorsi de tres machos y tres
hembras asignados a cada dieta. Los cerdos se anestesiaron con ketamina (20 mg / kg peso
vivo) y xilazina (2 mg / kg peso vivo) por via intramuscular (Swindle, 1998), inyectados
en el cuello en una sola dosis. Una vez que los cerdos estuvieron anestesiados, la parte
posterior de los animales fue lavada con un cepillo empleando jabdn quirtrgico. El area
en el punto P2 del cuerpo (6.3 cm lateral a la linea lumbar en la décima costilla) (Santana,
2008) fue rasurada, limpiada con un trapo seco y posteriormente se coloco yodo. Posterior
al yodo, se inyectaron por via subcutanea 2 ml de hidrocloruro de lidocaina (20 mg / ml)
mas epinefrina (0,005 mg / ml) y se realiz6 una incision de 0.5 cm de ancho sobre la piel.
Se tomaron las muestras en el punto P2 del masculo longuissimus dorsi, empleando una
pistola de biopsia automatica con agujas desechables tipo Tru-Cut (Cat. 360015, Histo
DANA 2.2 MG) con una penetracion de 2.2 cm (Cat. 551210, Histo Biocore 11 MG). Las
muestras se colocaron en viales que contenian 0.25 ml del reactivo TRIzol® (Cat. 15596,
ambion®) y se mantuvieron a -80 °C hasta que se extrajo el ARN. La primeray la tercera
vez que se tomaron las muestras, éstas se tomaron del lado derecho y en el segundo
muestreo del lado izquierdo. Después del muestreo, para cerrar la incision, se coloco sobre
la piel cianoacrilato (kola loka®; Singer et al. 2008) y posteriormente furazolidona (7.5%)
en spray en el area de la biopsia.

Extraccion de RNA total y cuantificacion

Las muestras del masculo longuissimus dorsi se colocaron en viales que contenian 1
ml del reactivo TRIzol® y perlas de cerdmica de 2.8 mm (Cat. 13114, MO BIO Labs.).
Utilizando una maquina homogeneizadora (Cat. 13155, MO BIO Labs.) las muestras se
lisaron siguiendo el protocolo 3500 - 2x45 s- 30 s (velocidad- nimero de ciclos y tiempo-
tiempo pausado) segun lo recomendado por el fabricante. Posteriormente el ARN se aislo
usando el reactivo TRIzol® de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI RNA
purificado se resuspendid en 40 ul de agua destilada libre de RNasa y se almaceno a -80
°C. La concentracion total de ARN se determin0 espectrofotométricamente (NanoDrop
2000c, Thermo Scientific Inc.) a 260 nm, y se evaluo la pureza del ARN usando la relacion
A260/A280, que varié de 1.8 a 2.0 en las muestras (Sambrook y Russell, 2001). La
integridad del ARN total se evalué mediante electroforesis utilizando geles de agarosa al
1.5%.

Sintesis de cDNA

Se tratd 1 pg del ARN total de cada muestra con 1 U de desoxirribonucleasa | grado
amplificacion (Cat. 18068, Invitrogen®) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
La transcripcion reversa se inicié con 1 ug de ARN tratado con DNasa, el cual estaba
contenido en 10 ul de agua destilada libre de RNasas, se afiadieron 1 pl de oligo(dT)12-18
primer (Cat.18418, Invitrogen®) y 1 ul de solucion de dNTPs (10 um cada uno, Cat.
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10297, Invitrogen®). La solucién se calent6 a 65 °C durante 5 minutos, y se enfri6
rdpidamente sobre hielo. Posteriormente se agregaron a la mezcla 4 pl de amortiguador
5X first strand, 2 pl de 0.1 M DTT y 1 ul de inhibidor de ribonucleasa recombinante
(Cat.10777, Invitrogen®), y esta solucion se incub6 a 42 °C durante 2 minutos. Se
afiadieron inmediatamente 200 U de transcriptasa reversa (Cat. 18064, Invitrogen™). La
reaccién de transcripcion reversa se incubd a 42 °C durante 50 minutos, seguido de 15
minutos a 70 °C, y finalmente se enfrié en hielo para detener la reaccion. Los viales se
conservaron a -20° C.

PCR tiempo real o cuantitativo

La abundancia relativa de la transcripcion se determiné utilizando el valor de Ct
obtenido mediante PCR cuantitativo o PCR en tiempo real (QPCR), para lo cual se
corrieron triplicados para cada muestra y genes evaluados dentro de las muestras. Se
empled un sistema de tiempo real CFX96™ y un termociclador modelo C1000® (Bio-
Rad). El volumen total para cada reaccion contenia 2.75 pl de agua destilada libre de
RNasas, 6.25 ul de Maxima SYBR Green Master Mix (Cat. K0221, Thermo Scientific),
1.125 ul de cada primer foward (sentido) y reverse (antisentido) especifico para cada gen
a 10 uM, asi como 1.25 pul de cADN de cada muestra, teniendo un volumen final de 12.5
ul. Los primers que se usaron para los genes constitutivos o endégenos (housekeeping) de
B-actina y HPRT, asi como de los genes de interés elF2B1 y elF4e fueron:

B-actina 5-GTCCACTCCGCCAGCACAG-3' (sentido) y 5'-
CATCGTCGCCCGCAAAGC-3 (antisentido); HPRT 5'-
GGTCAAGCAGCATAATCCAAAG-3' (sentido) y 5'-
CAAGGGCATAGCCTACCACAA-3' (antisentido); elF2B1 5'-
AGCCAAGAAGCGTTTCAGTGT-3' (sentido) y 5'-
CTTGCTGATTTAGTGGGAAGAGCC-3' (antisentido); elF4e 5'-
TGGTATTGAGCCTATGTGGGAAGATGAG-3' (sentido) y 5'-

TGGTGGAGCCGCTCTTAGTAGC-3' (antisentido). Las condiciones usadas para la
amplificacion y cuantificacion fueron: una etapa de desnaturalizacién inicial (95 °C
durante 3 minutos), seguida de 45 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 95 °C
durante 30 segundos, alineamiento de primers a 63 °C durante 1 minuto y extension a 72
°C durante 30 segundos) y, finalmente, una curva de alineamiento o melting curve (63-95
°C). La fluorescencia se midié al final de cada ciclo y cada 0.5 °C durante la curva de
alineamiento. El primer ciclo en la region logaritmica de amplificacion en la que se detectd
un aumento significativo de la fluorescencia por encima del fondo se design6 como el
cicloumbral (Ct). La amplificacion de los genes mas expresadosen cada muestra se detecta
en un nimero de ciclo (Ct) inferior que los genes expresados en menor medida, dada la
mayor abundancia de transcritos de RNA en el tejido muscular a partir del cuél se sintetizo
el cDNA. Los genes expresados en menor medida se detectan en ciclos (Ct) posteriores
durante el PCR; por lo tanto, el valor de Ct y la expresion de genes estan inversamente
relacionados (Gunawan et al., 2007; Park et al., 2009). El valor de ACt se determiné
restando a el promedio de la suma del Ct de los genes enddgenos B-actinay HPRT el Ct
de los genes de interés (elF2B1 y elF4e) para cada muestra (Guo et al., 2011). El valor de
ACt de cada gen de interés se analiz6 por separado (Duran-Montgé et al., 2009).

Anélisis estadistico
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Las variables analizadas en la prueba de comportamiento en cada etapa fueron: CDA,
GDP, EA y BW final (PF), usando el valor de estas variables en el tiempo 1 como
covariable. Para la abundancia relativa de la transcripcion de los genes de interés (elF2B1
y elF4e) en el tiempo 2 y el tiempo 3, los datos de ACt se analizaron usando los valores
en el tiempo 1 como covariable. Los valores de CDA, GDP, EA y PF, asi como los ACt
de los genes elF2Bl1 y elF4e, se analizaron mediante un disefio experimental
completamente aleatorizado con arreglo factorial 2 x 5 (2 sexos, 5 tratamientos). La
comparacién de las medias de los tratamientos experimentales se realizd6 mediante
contrastes ortogonales, evaluando el efecto del cereal (maiz vs sorgo), el efecto de los
taninos dentro del sorgo (taninos bajos vs taninos altos) y el efecto de las kafirinas dentro
del sorgo (bajo nivel de kafirinas vs alto nivel de kafirinas), asi como la interaccion
taninos*kafirinas. Se us6 un valor de o de 0.05 para aceptar las diferencias estadisticas,
y las medias se compararon mediante la prueba de Tukey usando el procedimiento Proc
Mix de SAS (2008).

Resultados

En el Cuadro 3 se muestran los resultados del comportamiento productivo de los
cerdos. La fase de produccidn afect6 las variables evaluadas, teniendo un menor CDA (P
< 0.0001), GDP (P < 0.01) y una mayor EA (P < 0.0001) en la FC respecto a la FF.

La dieta experimental sélo afectd el CDA (P < 0.05), siendo mayor en los animales que
consumieron la dieta BT-AK respecto a los que consumieron la dieta AT-AK.

El sexo de los animales afecté el CDA (P < 0.0001), GDP (P < 0.01), EA (P = 0.001)
y PF (P <0.0001). Los machos tuvieron un mayor CDA, GDP y PF, asi como una menor
EA respecto a las hembras.

El nivel de kafirinas dentro de las variedades de sorgo consumido no afectd las
variables productivas evaluadas (P > 0.05).

Para el CDA, también existio una interaccion taninos*kafirinas (P < 0.05), en la cual
cuando los cerdos consumieron una dieta elaborada con sorgos con alto contenido de
kafirinas, si dicho sorgo tenia alto nivel de taninos se afectd negativamente este parametro,
haciéndolo menor.

Para la GDP se present6 una interaccion entre la fase y la dieta consumida (P < 0.05).
En la FF los cerdos que consumieron las dietas C y AT-BK presentaron una mayor GDP
que los que consumieron las dietas BT-BK y AT-AK. La GDP fue mayor en la FF para
los cerdos que consumieron la dieta de maiz y AT-BK respecto a la FC.

En el Cuadro 4 se muestran los resultados de la expresion de los genes. Para el gen
elF2B1 se present6 una interaccion entre la fase de produccién y la dieta consumida (P <
0.05), siendo mayor su expresion en los cerdos que consumieron la dieta AT-AK y BT-
BK respecto a los que consumieron la dieta de maiz y AT-BK, de igual manera los cerdos
que consumieron las dietas elaboradas con los sorgos bajos en taninos expresaron mas este
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gen que los que consumieron la dieta AT-BK. La expresion del gen elF2B1 en la FF fue
menor para los cerdos que consumieron la dieta AT-BK y mayor para los que consumieron
la dieta AT-AK respecto a la FC.

Para el gen elF2B1 también se presento una interaccion entre el sexo de los cerdos y la
dieta consumida (P < 0.05). Los machos que consumieron las dietas BT-BK y AT-AK
expresaron mas este gen que los que consumieron las dietas de maiz y AT-BK. Los cerdos
que consumieron la dieta AT-BK expresaron menos este gen que los que consumieron la
dieta BT-AK. Las hembras expresaron menos el gen elF2B1 cuando consumieron las
dietas BT-AK y AT-AK respecto a los machos.

Respecto al gen elF4e, durante la FC se expresé menos que durante la FF.
Discusién

La fase productiva, relacionada con la edad y el BW, afectd las variables del
comportamiento productivo evaluadas. Lo anterior esta relacionado con una capacidad de
mayor peso (y volumen) en el estbmago que se puede dar a una mayor edad (Casas et al.,
2009). Brafa (2007) describe que los cerdos al tener una mayor capacidad de consumo
tienden a crecer mas rapido, por lo que los cerdos pudieron tener un mayor CDA que
permitié una mayor GDP en la FF respecto a la FC.

El crecimiento del cerdo depende del aumento de tamafio de los componentes
corporales que se dan en proporcion a la madurez del animal, como se observa en nuestros
resultados, ya que la mayor GDP se observa en la FF. Lo anterior debe ser considerado en
los procesos de produccién pecuaria, ya que inicialmente el tejido con mayor prioridad de
crecimiento es el tejido nervioso, seguido del éseo que da sostén a los demas tejidos,
posteriormente el tejido muscular tiene prioridad sobre el graso y lo anterior cambia con
el tiempo, puesto que conforme se va acercando a la madurez, el tejido graso comienza a
tener un crecimiento dominante sobre el muscular (Brafia, 2007; Garcés, 2010).

La produccidn porcina es una industria de transformacion y como tal se debe lograr
una adecuada EA, ya que el rubro que mas impacta en los costos de produccion es la
alimentacion, con un porcentaje que fluctta entre el 57-80% del costo total de produccién,
dependiendo si es un sistema tecnificado o semitecnificado (Gémez et al., 2008; CGG,
2009), por lo que se debe evaluar este parametro productivo relacionado con el CDAy la
GDP. La EA representa la interaccion entre la tasa de ganancia corporal, la naturaleza del
tejido depositado y las ineficiencias de los procesos digestivos. El crecimiento del lechén
hasta los 70 d de edad (con un peso aproximado de 30 kg) esta mas influenciado por el
ambiente y por los genes maternos, mas que por los propios genes del lechon (Solanes et
al., 2004). Se debe considerar que de forma general la distribucion de nutrientes en el
cerdo esta influenciada por el genotipo, el sexo, estatus hormonal, etapa de crecimiento,
asi como por factores medioambientales como el manejo alimenticio y el clima (Claus y
Weiler, 1994; Carrol et al., 1999). En el cerdo durante la etapa de crecimiento (menos de
60 kg PV), la ingesta de energia determina la tasa de deposicion de proteina corporal
(Schinckel y Lange, 1996). En los cerdos méas pesados el genotipo determina la deposicion
de proteina corporal, aunque también el peso, edad, sexo, ambiente, estado inmunitario y
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nutricion influyen en esta capacidad de deposicion proteica (Braun et al., 2007; Schinckel
et al., 2003). Los cerdos mayores de 60 kg presentan una menor EA y mayor deposicion
de tejido graso que los animales de menor peso (Corino et al., 2008; Schinckel y Lange,
1996), hecho observado en nuestros resultados, ya que durante la FF, es decir a mayor
edad y BW, la EA fue menor que durante la FC, es decir, los cerdos deben consumir mayor
cantidad de alimento para depositar 1 kg de BW a mayor edad o peso.

El sexo de los animales afectd todos los parametros productivos evaluados,
coincidiendo con lo descrito con Shimada y Renteria (2010), siendo los machos los que
tuvieron un mayor CDA, GDP y un PF también mayor. Se pueden presentar tres tipos de
animales en lo referente al sexo: machos enteros, machos castrados y hembras,
presentando diferencias importantes entre ellos referente a la velocidad de crecimiento,
CDA y EA (Ciria y Garcés, 1996), como se observé en el presente experimento. La
castracion se realiza para facilitar el manejo de los animales y permitir la crianza de sexos
mezclados, asi como para evitar el olor sexual en las canales (Ciria y Garcés, 1996;
Diestre, 1996), ya que es un olor desagradable que puede dar un mal olor durante la
coccion y un mal sabor a la carne del cerdo (Bonneau et al., 2000). En el cerdo macho
entero existe menos grasa corporal que los machos castrados y las hembras, por lo que
poseen mejor EA, dado que la produccion de 1 kg de grasa corporal requiere mas
alimentos que la formacion de 1 kg de musculo o hueso (Alvarez et al., 2009). Los
androgenos, especialmente testosterona, producidos por los testiculos aumentan la
proporcion de musculo y disminuyen la proporcién de grasa dorsal (Cancellon, 1991;
Jiménez, 2010). Diaz et al. (1990) hallaron que la GDP fue igual entre machos enteros y
castrados pero ambos grupos de animales fueron 5% superiores al grupo de hembras.
Campbell y King (1982) encontraron que los machos enteros ganaron mas peso
diariamente que los castrados, al igual que Wood y Riley (1982). Los machos enteros
consumen menos alimento (13.6%) que los castrados (Wood y Riley, 1982; Diaz et al.,
1990) y hembras (Diaz et al., 1990), probablemente porque los machos castrados
presentan hiperfagia (Mariscal, 2007). Los machos castrados consumen mas alimento que
las hembras (Diaz et al., 1990) como se observa en nuestros resultados. Ciria y Garcés
(1996) mencionan que la EA es mejor en machos enteros que en las hembras y éstas a su
vez mas eficientes que los machos castrados, tal y como se observa en nuestros resultados,
ya que las hembras tuvieron mayor ganancia de BW por cada kg de alimento consumido
durante el experimento. La mejor conversion alimenticia de los machos enteros se debe a
la accion que ejercen los esteroides testiculares principalmente andrégenos y estrogenos
que acttan de forma sinérgica, produciendo un efecto anabdlico y androgénico (Diaz et
al., 1990), ya que los estrogenos aumentan la ganancia de peso y mejoran los indices de
conversion alimenticia y los androgenos estimulan el apetito y favorecen la retencion de
N a nivel muscular (Cancelldn, 1991).

La dieta consumida, elaborada con cereales con diferentes caracteristicas quimicas,
solo afectd el CDA. A pesar de que en la literatura se indica que la inclusion dietaria de
niveles elevados de taninos reduce la GDP y el CDA, al afectar negativamente la
palatabilidad debido a sus propiedades astringentes (Jezierny et al., 2010), a pesar de que
se altera la EA 'y reduce la digestibilidad aparente de la proteina cruda en cerdos (Jansman
et al., 1994; Reyes et al., 2000; Vitti et al., 2005; Lee et al., 2010), en el presente
experimento solo se afectd negativamebte el CDA entre los cerdos que consumieron
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sorgos con elevados niveles de taninos. Mariscal-Landin et al. (2004) observaron un
efecto detrimental neto de los taninos sobre la digestibilidad de las proteinas cuando éstos
se encuentran en mas de 4% en el grano de sorgo en cerdos de mas de 50 kg de peso vivo
(PV), por lo que se esperaria que en los cerdos del presente experimento también se
hubiera afectado la GDP y la EA por el consumo elevado de sorgos con alto contenido de
taninos. Sin embargo, en este trabajo las dietas se formularon mediante el concepto de
aminoacidos digestibles, y por tal, se corrigio la cantidad aportada de los aminoacidos
dietarios considerando la menor digestibilidad tedrica de los aminoacidos en los sorgos
con alto contenido de taninos, por lo que este efecto negativo desaparecid. Fialho et al.
(2004) indican que el sorgo bajo en taninos puede ser utilizado para reemplazar el maiz
en dietas para cerdos, sin afectar el CDA, la GDP y la EA, como quedo evidenciado en
los resultados del presente experimento, aunque el empleo de sorgos con elevado
contenido de taninos tampoco afecto las variables productivas evaluadas comparadas con
el consumo de maiz.

El sorgo puede contener més proteina cruda que el maiz, sin embargo su proteina es
menos digestible y varia en funcién de la cantidad de taninos presentes y por el tipo de
proteina (kafirinas). Elkin et al. (1996) mencionan que la baja digestibilidad proteica del
sorgo se presenta aun en variedades con bajo contenido de taninos. Oria et al. (2000)
describen que las kafirinas, almacenadas en el grano en forma de cuerpos proteicos
(Jondreville et al., 2001; Duodu et al., 2003), es otro de los factores responsables de la
digestibilidad baja de este cereal (Jondreville et al., 2001), lo cuél podria afectar
negativamente las variables productivas en los cerdos. El contenido promedio de kafirinas
del sorgo es de 49.3%, variando entre 37.5y 72.9% (Selle et al. 2010). Gomez et al. (2017)
sugieren que a nivel digestivo la presencia simultanea de altos niveles de taninos y
kafirinas podria afectar el aprovechamiento digestivo de la proteina, principalmente las
diversas fracciones de kafirinas. Sin embargo, en el presente experimento, el nivel de las
kafirinas de los sorgos consumidos no afecté ninguna de las variables productivas
evaluadas. Las kafirinas del sorgo son proteinas ricas en prolina, siendo este un
aminoacido con una alta afinidad por los taninos, formando complejos taninos-kafirinas,
lo que reduce aun mas la posibilidad de la accién enziméatica sobre estas proteinas
(Emmambux and Taylor 2003), disminuyendo la digestibilidad de la mayoria de los
aminoéacidos esenciales (Jansman et al. 1993), sobre todo cuando los taninos se encuentran
en un nivel superior al 4% en el grano del sorgo (Mariscal-Landin et al. 2004). Como
consecuencia de la baja digestibilidad de la proteina del sorgo alto en taninos descrita en
la literatura y a la presencia de altos niveles de kafirinas, que son las ltimas proteinas del
sorgo en ser digeridas (Hamaker et al. 1986; Oria et al. 1995), se esperaba una disminucion
en el aprovechamiento digestivo de las proteinas del sorgo (Mariscal-Landin et al. 2010),
afectando negativamente los parametros evaluados en los animales que consumieron las
dietas altas en kafirinas y taninos (AT-AK), hecho que ocurrio sélo con el CDA, ya que
existio una interaccion taninos*kafirinas.

La interaccion presentada fase*dieta para la GDP, no permite hacer conclusiones
respecto al efecto del nivel de taninos y kafirinas de acuerdo a la fase productiva, por lo
que se debe seguir evaluando el papel de ambos factores, tanto taninos y kafirinas, sobre
el comportamiento productivo de los cerdos.
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Si los taninos y kafirinas pueden llegar a afectar el proceso digestivo (Gomez et al.,
2017) y por tal la disponibilidad de nutrientes a nivel de las fibras musculares esqueléticas,
es que desarrollamos este experimento para relacionar el nivel de taninos y kafirinas con
la expresion de los genes elF2B1 y elF4e, que estan involucrados en el inicio de la sintesis
de proteina muscular (Liu et al., 2013). Aunque las dietas que se ofrecieron a los cerdos
en este experimento fueron isocaloricas y se formularon para cubrir los requisitos de los
aminoacidos digestibles en la FC y FF, las dietas ofrecidas a los cerdos, el tipo de cereal,
el sexo, asi como el nivel de taninos y kafirinas no afectaron la expresion de los genes
elF2B1y elF4e. En particular para la FF, el gen elF4e si se expresé mas. Probablemente,
debido a que las dietas se formularon en base a aminoacidos digestibles, es que no hubo
un efecto por el nivel de taninos y kafirinas que tenian los sorgos con los que se formularon
las dietas sobre la expresion de los genes evaluados, ya que independientemente de los
efectos negativos que pudiesen existir por el consumo de elevados niveles de estos dos
factores, hubo los aminoacidos disponibles a nivel de las fibras musculares para que los
cerdos se desarrollaran de igual manera independientemente del cereal cosumido. Lo que
se presentd en este exprimento fue una interaccion fase*dieta, pero no queda evidenciado
un efecto detrimental por el consumo o de altos niveles de taninos o kafirinas sobre la
expresion de los genes evaluados, augnue si de que cereales con diferente composicion
quimica llegan a afectar este parametro fisiologico.

El hecho de que los machos presentaron diferencias en la expresion del gen elF2B1 de
acuerdo a la dieta consumida (interaccion sexo*dieta), indica que si hay un efecto dado
por el sexo animal de acuerdo a la dieta consumida, pero no quedo evidenciado que los
taninos y/o kafirinas fueran los responsables de esta diferencia en la expresion del gen por
lo que se debe seguir investigando en cerdos consumiendo sorgos con diferentes niveles
de taninos y kafirinas qué es lo que realmente afecta la expresion de los genes relacionados
con el inicio de la sintesis de proteina muscular.

Brameld et al. (1999), Drew et al. (2012) y Martinez et al. (2013) describen que la
sintesis de proteina no solo es afectada por el consumo de nutrientes (de manera particular
de la presencia de aminodacidos) y la secrecion de insulina (Rooyackers y Nair, 1997) sino
que la fase de crecimiento del animal influye de manera directa. Para el gen elF4e se
observé una mayor expresion al final del experimento, respecto a la FC. Liu et al. (2014)
describen que hay reportes que indican que el incremento de la sintesis de proteina
muscular esquelética esta influenciado por la expresion de los factores de inicio de la
traduccion eucarioticos incluyendo elF2B y elFAE, por lo que se esperaria una mayor
deposicion de proteina muscular en los cerdos durante la FF, hecho que quedd
parcialmente evidenciado dado que la GDP durante esta fase fue mayor, aunque faltaria
corroborar que lo que mas se depositd en esta fase fue muasculo esquelético y no otro tipo
de tejido corporal.

Conclusién

Bajo las condiciones experimentales en las que se desarrollé el presente trabajo, se
concluye que el cereal consumido por lo cerdos, y en particular considerando el nivel de
taninos, durante la etapa de crecimiento-finalizacidn debe ser considerado ya que puede
afectar algunos parametros productivos. En particular el consumo de elevados niveles
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tanto de taninos y kafirinas afecto el CDA. Por si solas, las kafirinas no afectaron ninguno
de los parametros evaluados. La fase productiva del cerdo y el sexo afectaron las variables
productivas evaluadas. Se debe continuar investigando el efecto del consumo de taninos
y kafirinas sobre la expresion de los genes relacionados con el inicio de la sintesis de
proteina muscular, ya que en el presente experimento no hubo evidencia de que el
consumo de elevados niveles de taninos y kafirinas afecte dicha expresion. La expresion
del gen elF2B1 fue influenciado por la dieta consumida segun el sexo y edad, mientras
que la expresion del gen elF4e es influenciado s6lo por la edad independientemente del
cereal consumido.
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Cuadro 1. Composicion quimica del maiz y sorgos dietarios

Maiz Sorgos
BTBK BTAK ATBK ATAK
Proteina cruda,% 5.8 8.9 9.08 9.81 10.54
Kafirinas - 42.50 51.10 45.00 57.00
verdaderas®
Taninos,% - 0.03 0.01 6.36 6.88
Energia neta, 4346.66 4191.80 4237.10 4385.50 4302.00
Mcal/kg
Cenizas,% 1.16 1.49 1.88 2.07 2.08
Fibra detergente 9.40 9.21 9.65 15.24 15.10
neutra,%
Extracto 3.60 3.20 4.43 3.94 3.51
etéreo,%
Aminoacidos, g/kg de materia seca
Alanina 3.9 7.3 6.8 8.4 9.0
Arginina 3.2 3.2 3.3 4.0 4.9
Acido aspartico 4.6 5.6 6.2 7.4 5.3
Cisteina 1.9 2.0 2.0 2.1 2.1
Acido glutamico 11.1 18.5 15.2 19.1 20.6
Glicina 2.3 2.1 2.7 3.0 3.0
Histidina 1.9 2.0 1.8 2.0 2.1
Isoleucina 2.6 3.8 3.9 4.3 4.1
Leucina 5.0 10.1 10.2 10.6 115
Lisina 2.1 1.9 2.1 1.8 2.2
Metionina 2.2 2.0 1.3 1.3 1.3
Prolina 4.3 7.0 7.5 7.2 8.4
Fenilalanina 2.4 3.6 3.7 4.7 4.9
Serina 2.4 3.4 3.7 4.0 4.2
Treonina 2.4 2.3 3.1 3.1 2.7
Tirosina 1.9 2.7 2.4 2.7 3.2
Valina 4.0 4.3 4.3 5.0 5.2

'Expresadas como porcentaje del contenido de prolaminas respecto al pocentaje de
proteina cruda

112



Cuadro 2. Composicion de las dietas experimentales!

Dietas
Ingredientes C BT-BK BT-AK AT-BK AT-AK
Fase de crecimiento
Maiz 634.2
Sorgo LTLK 641.5 |
Sorgo LTHK 641.5
Sorgo HTLK 631.0
Sorgo HTHK 631.0
Pasta de soya 317.3 311.2 311.2 321.5 321.5
Aceite de canola 24.6 23.2 23.2 23.5 23.5
Sal comudn 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Carbonato de calcio 6.1 6.3 6.3 6.2 6.2
Fosfato dicalcico 9.2 9.4 9.4 9.3 9.3
Minerales? 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Vitaminas® 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Fase de finalizacion
Maiz 704.2
Sorgo LTLK 707.4
Sorgo LTHK 707.4
Sorgo HTLK 695.8
Sorgo HTHK 695.8
Pasta de soya 252.3 250.3 250.3 261.7 261.7
Aceite de canola 21.4 20.0 20.0 20.2 20.2
Sal comdn 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Carbonato de calcio 5.6 5.7 5.7 5.7 5.7
Fosfato dicéalcico 8.0 8.2 8.2 8.1 8.1
Minerales? 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Vitaminas® 2.5 25 25 2.5 25

'Expresado como g/kg. 2Cada kg de producto contiene: sulfuro 0.02 %, cobalto 0.72 mg, cobre
14.4 mg, hierro 120 mg, manganeso 36 mg, selenio 0.30 mg, yodo 0.96 mg, zinc 144 mg, cloro
0.03%. 3Cada kg de producto contiene: vitamina A 10.20 unidades internacionales (UI), vitamina
D 1.98 Ul, vitamina E 0.06 Ul, vitamina K 1.20 mg, riboflavina (B2) 7.20 mg, vitamina B12
(cianocobalamina) 0.04 mg, colina 968.58 mg, niacina 36 mg, acido pantoténico 16.55 mg, tiamina
(B1) 0.30 mg, piridoxina (B6) 0.31 mg, biotina 0.08 mg, acido fdlico 0.75 mg.
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Cuadro 3. Parametros productivos

CDA GDP EA PF

Etapa o fase Crecimiento ~ 2.7020° 0.9133° 0.33922  79.8136"
Finalizacion 3.4022¢ 0.9598® 0.2829°  103.812

Dieta C 3.0572% 0.9665 0.3196  92.7826
LT-LK 3.0518% 0.9252 0.3090  91.7279

LT-HK 3.1346* 0.9410 0.3055  92.3677

HT-LK 3.0416* 0.9425 0.3134  91.3249

HT-HK 29753 09077 0.3076  90.8515

Sexo Macho 3.2287%  0.9622¢  0.3016° 92.96472

Hembra 2.8755° 0.9110° 0.3204*  90.6571°

Sorgo (Taninos) Bajo taninos 3.0932%2  0.9331  0.3072 92.0478
Alto taninos 3.0084° 0.9251 0.3105  91.0882

Sorgo (Kafirinas) Baja kafirinas  3.0467  0.9338  0.3112 91.5264
Alta kafirinas  3.0549  0.9243  0.3065  91.6096

EEM 0.0192  0.0090 0.0030 0.8160

P

Fase <0.0001 0.0071 <0.0001 <0.0001
Dieta 0.0489 0.2610  0.4904 0.1907
Sexo <0.0001 0.0038 0.0010 0.0001
Fase*Dieta 0.1814 0.0340 0.1124 0.5085
Fase*Sexo 0.5177  0.3909  0.9056 0.4690
Sexo*Dieta 0.3819 0.8366  0.4376 0.8219
Fase*Dieta*Sexo 0.6501 0.2181  0.5863 0.8221
Cereal 0.8800  0.0892  0.1243 0.0950
Taninos 0.0216  0.6635 0.5722 0.1202
Kafirinas 0.8181 0.6074  0.4311 0.8915
Taninos*Kafirinas 0.0424 0.1756  0.8431 0.3642

CDA: consumo diario de alimento, kg/d. GDP: ganancia diaria de peso, kg/d.
EA: eficiencia alimenticia, kg de peso vivo ganados/kg alimento consumido. PF:
peso final del experimento, kg. EEM: error estandar de la media. ® letras diferentes
en la misma columna para el mismo parametro indican diferencias estadisticas.
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Cuadro 4. Expresion de los genes elF2B1 y elF4e

ACt

elF2B1 elF4e

Fase Crecimiento 0.5266 -0.95742

Finalizacion 0.4515 -0.4910°

Dieta C 0.6013 -0.4766
BT-BK 0.3302 -0.6357

BT-AK 0.5382 -0.7708

AT-BK 0.6950 -0.8158

AT-AK 0.2804 -0.9221

Sexo Macho 0.3596 -0.6873
Hembra 0.6184 -0.7701

Sorgo (Taninos) Bajo taninos 0.4342 -0.7032
Alto taninos 0.4877 -0.8689

Sorgo (Kafirinas) Baja kafirinas 0.5126 -0.7257
Alta kafirinas 0.4093 -0.8464

EEM 0.0649 0.0606

P

Fase 0.6142 0.0258
Dieta 0.3491 0.6968
Sexo 0.0956 0.6421
Fase*Dieta 0.0144 0.7190
Fase*Sexo 0.2934 0.0679
Sexo*Dieta 0.0378 0.5230
Fase*Dieta*Sexo 0.1647 0.9419
Cereal 0.5180 0.2514
Taninos 0.7426 0.4416
Kafirinas 0.5681 0.5915
Taninos*Kafirinas 0.0812 0.9472

EEM: error estandar de la media. ab letras diferentes en la misma
columna para el mismo parametro indican diferencias estadisticas.
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