4 MATERIALES Y METODOS

4,1. vV A R I E D A D E =

Para el presente trabajo, se util;zarnn granos de diez
var iedades de sorgo que son usados en la alimentacidén del
ganado bovino de engorda.

Las variedades baja estudio fueron las siguientes: Master
Victoria, Master Te-y—75, Master Gold-R, Pronase RB-30320,
Master 911R, Master Te-dinero, Master Te-y—-101-R, Master
Te-y—-77, Master BI-83 y Master REB-3006. Los granes,
cosechados en el estado de Tamaul ipas, fueron proporcionados
gentilmente por la empresa Agropecuaria Escobedo, S5 de P.R. de

R. L.

4.2. ES TUDTI O MORFOLOGTICO.
N

La descripcidédn mor foldgica del grano se hizo segin el
sistema implémentado por el International Board for Plant
Genetic Resources (IBPGR), consistente en los siguientes
parametros: color del grano, (blanco, amarillo, rojo, cafél y
ante); textura del endospermo (completamente cédrneo, casi
céhrnen, parcialmente cdrneo, casi cHrneo almidonadod; color
del endospermo (B, blanco; A, amarillo y 5§, sacarino?; brillo

del granc (B, brilloso; N, nco brilloso) y forma de la semilla
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(I, individualj;

D, doble).

El aspecto del endospermo se relizd a juicio personal.

4.3. MICROSCOPIO

Metodologia y Técnicas utilizadas para el estudio de

OPTICO.

las
estructuras del grano de sorgo en el Microscopioc Optico: -

Para las observacicnes y cuantificaciones d;- las
estructuras, sé fealizaron cortes transversales del gyoano a
nivel medioc del embrién, utiliziandose iInclusién en parafina
{modificada por Alvarado, 18893, y ¢tincidn con azul de
anilina; para corteé semifinos, se siguié la técnica
modi ficada de inclusidn en resina epdxica Durcupah, reportada
por Lux ¢1981), y tifiendo con fucsina basica y azul de
toluidina.

Para cada estructura, la determinacidn de sus medidas se

hizeo realizando

la misma variedad y registrando los

De ésta manera,

mediciones por variedad.

grosor del epicarpio,

pericarpio para

la sumatoria

mesocarpic y endocarpio,

varianza a este

de

cinco mediciones en cinco granos diferentes de

valores en micrédmetros.

para cada estructura se obtuvo vun total de 25

Los parAmetros considerados fueron:

mesocarpio y endocarpio. El grosor del

los grancs de cada variedad, se considerd

Como

las medias del grosor del epicarpio,

por 1o cual, no se aplicd anilisis de

dato; s4lo se muestran los valores en el
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CUADRO II v en la grafica de la FIGURA 4. Del mesocarpio,
también se mididé el largo de las células. Del endospermo  Sse
tomaron el largo y ancho de las células, tanto de la aleurona

como de las porciones periféricas, cdrneo y harinoso.

PREPARACION DE LOS CORTES USANDO INCLUSION EN PARAFINA Y

TINCION CON AZUL DE ANILINA (modificado por Alvarado, 1989).

1.— Obtencidn del material: para este estudio se obtuvieromn cinco

granos de cada variedad.

2.— Fijacidn: la fijacidn se realizd en AFA durante 48 horas.

3
3.- Deshidratacisn: la deshidratacidn se realizd en alcohol
etilico. Se utilizaron las siguientes concentraciones:
alcohol 70%, 75%, 80O%, 90%L, 954 y 100% durante dos horas

en cada unc de ellos.

4.— Clarificacién: mezcla de alcohol—-xilol (l=1> durante 12

hrs. minimo.

S.— Inmersidn en xilol puro por seis horas.

6.— Infiltracidn en parafina, durante un minimo de 48 horas a

&60-C.



7.— Inclusién de las piezas en parafina, orientandolas

10.

11.

12.

13.

14.

15,

16.

17.

adecuadamente. Y

Enfriar rapidamente en un baflo de agua fria y quardar

en refrigeracién hasta el endurecimiento de la pieza.

Retirar el bloque de parafina del molde y cortarloc en forma de

una piramide.

—Dbtencidn de los cortes en el microtomo de parafina (Microtomo

American Optical, Model 820, Serie 15903).

—Extender 1os coartes sabre la superficie de un Badao Maria.

—Montaje de 1los cortes en albuamina.

-Desparafinar en xilol puroc por 12 horas.

—Inmersidn en Xilol durante S5 minutos.

—=Tranferir en Alcohol abscluto, 96% y 80X durante 2 minutos en

cada salucidn.

—tavar en agua destilada durante 1 minuto.

—Tefiir con azul de anilina durante 5 minutos.



18. Deshidratar sucesivamente en alcohgol BOZL, 96% y absoluto (

minutos en cada selucidén ).

19.— Introducir en xilol por 5 minutos.

20. —Montaje en resina sintética.

PREPARACION DE LOS CORTES SEMIFINOS USANDO INCLUSION EN "RESTNA

EPOXICA DURCUPAN Y TINCION CON FUCSINA BASICA Y AZUL DE TOL: TNA

¢ modificada por Lux, 1981 >

1. -OBTENCION DE LA MUESTRA:

2. FIJACION:

se realiza un corte del grano a nivel
del embridn, . obteniéndose toda el
diametro y despuds se vuelve a cortar a
la mitad. El wvoldmen de 1la muestra

. a
debe ser aproximadamente 1 mm .

la fijacion se 1lleva a cabo en dos
pasas, primera una fijacidén can
glutaraldehido del 3-53% en amortiguador
de fosfatos 0.1M, pH 7.2 a una
temperatura de 20°C de 3 a S horas.

Después de ese tiempo, se lava con

S0
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3.-DESHIDRATACION:

4.—-0XIDO DE PROPILEND:

S9.—INCLUSION EN RESINA

1020091627

amortiguador de fosfatos, cambiando 1la
solucidn 10 veces con un tiempo de 1 - 2
horas (se puede quedar con amortiguador
hasta otros dias). Ensegquida, se lleva
a cabo una post—fijacidn con tetradxido
de osmiac al 2% en el mismo amortiquador
de fosfatos con un tiempo de 1 a 2 horas
a temperatura de laboratoric.
Concluido el tiempo, se procede a lavar
oo el amortiguador de fosfatos,
cambhiando la solucidn diez veces con  un
tiempa de 1 a 2 horas {(se puede quedar
la muestra en el amortiguador hasta el

siguiente dial.

en acetona al 304, 15 wminutos; acetona
al S0%, 20 minutos 3 acetona al 704, 30
minutos; acetona al 90%, 30 minutos;

acetona al 100%, 30 minutos.

dos cambicos de 15 minutos.

-~
£

EPOXICA DURCUFAN:

A)Durcupan No. 1: Acetona absoluta
{1:3 », & hora a 20-C.

B)Durcupan Neo. 1: Acetona absoluta

51



(2:2 ), 1 hora a 20-C.

C)Durcupan No. 1=z Acetona absoluta
(3:1, 1 hr. a 20 =C

DIYDurcupan MNo. 1 puro, durante toda la

noche a 20-°C.
EYDurcupan No.II, 20 minutaos a 60°C.
F)Durcupan No.II, incluir en capsulas
durante 48 hor as a 700

(polimerizacidn ).

&.-OBTENCION DE CORTES SEMIFINOS: se empled un ultramicrotomo
Sorvall MT-1 con acercamiento manual
obhteniéndose <eortes con un dr osor
aproximado de 0.25 um, los cuales se

depositan en la sclapa de la cuchilla.

7.-S5obre una gota de agua colocada en un  portacbjetos, se
transfieren los ctortes elegidos, empleando para ello un aro de\

alambre.

8. -5e deposita ensequida una gota de azul de toluidina y el
portachjetos se calienta colocandolo sobre una placa térmica 3

una temperatura aproximada de 60°C durante tres minutos.

9.-Se agrega una gaota de agua v una gota de fucsina basica vy

repite la misma operacién indicada para el azul de toluidina.
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10.-lLa preparacidn se lava con una gota de agua destilada, y ésta

se retira con un papel secante. Los portacbjetos se dejan

secar a temperatura ambiente.

MOTA: La intensaidad de la coloracidn se puede regular
modificando la concahtraci.én del colorante, ol tiempo de
tincion ¥ lo temperatura aplicada.

11.-Los cortes preparados en esta forma se pueden observar

divectamente al microscopio o hien adicionar rvresina sintética ¥

depositar un cubrecbjetos para

obtener una preparacidon:

permanente.

12.-las fotomicrografias fueron obtenidas usando un fotomicroscopio

marca Zeiss, utilizando los objetivos 6.3x ¥y 16x ¥y un ocular de

1.6x%.

4.4 MICROSCOPIO ELECTRONICC DE BARRIDO.

Fara su estudic al microscopio electrénico de barrido,

los granos limpios fueron sometidos a la técnica de fractura.

El trozo se colocd sobre un portamuestras pegéndose con

pintura de plata y posteriormente se le da un bafio de oro <an

2] recubridor de capa fina (Jesl, JFC 1100), para =11}
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observacidn 21 microcopio electrédnico de barrido (Joel,
_JSM—35). lLas observaciones se hicieron <con un voltaje de
aceleracidn de 12 ~ 1S5 Kv, con tiempos cortos de exposicién al
impactao de los electrones sobre la muestra. La fotografia se
realizrd usando pelicula Kaodak VP—-120,

Las estructuras fotogratiadas para posteriores mediciones
fueron: grancs de almiddén del mesocarpio, granos de almidén y
cuerpes de proteina de los endospermos periférica, cocodrneoc vy
harinoso. £l ndamero de medicione=s realizadas para cada

estructura fué de 25.

A
4.5 ANALISIS QUIMICO NUTRICIONAL.

El analisis qQuimico proximal de las muestras, consistid
en la determinacidn d;? humedad, cenizas, extracta etéreo,
fibra cruda, proteina cruda y extracto 1libre de nitrdgenc.
Para ello se siguieron los métodos recomendades por la
A.0D.A.C. {Association Official Agricultural Chemist, 1975>.

El anidlisis nutricional consistidé de las siguientes
pruebas: digestibilidad in vitgo de la proteina con pepsina,
digestibilidad de proteina en el ruamen de un animal fistulado
durante 24 horas, digestibilidad del almidén en 21 rumen de un
animal fistulado durante 24 horas, contenido de almiddn,

contenido de taninos como equivalentes de catequina en mg/g

¥ calorias totales. Las primeras cuatro fueron realizadas en
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la Facultad de Ciencias GQuimicas de la Universidad Autdnoma de
Nuevo Ledn y los datos nos fueron g}oporcianadns gentilmente
por la Agropecuaria Escobedo. El contenido de taninos, fus
analizado por el método del Acido clorhidrico-vanillina

moadificado v reportado por Robert E. Burns ¢13971), el cual se

describe enseqguida:s

1.-La técnica se realizd por duplicado.

2Z2.-5e utiliza un gramo de grano de sorgo moelido a 20

mesh o mas fino.

[ >
3.-La muestra se deposita en wun matraz Erlenmeyer de

250ml y se agregan 25 ml de HC1 al 1% en metanol.

4.~l_a mezcla se mantiene en agitacidn durante 24 horas.

S.-Despugs de un breve reposc, se toma el scbrenadante vy

se centrifuga a 1,500 r.p.m. durante siete minutos.

6.~52 toman 2 ml del scbrenadante y se depositan en un
tubo de ensaye de 13 x 100 mm, se le agregan 4 ml de

Vanillina-HCl, dejandose reposar durante 20 minutos.

7-—La intensidad del color desarrollado se lee en el

espectrofotéSmetro Beckman DV-20 a una 1longitud de
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onda de 3500 nm.

Las calorias totales derivadas de proteina, grasa vy
carbohidratos, se determinaron mediante 1la aplicacién de
factores especificos a partir de los datos de atwater (Enerqgy

Value of Foods. U.S.D.A. Agriculture Handbook No. 74.

4.6 ANALITSIS ESTADISTICO.

Para 21 analisis quimico vy nutricional de las diezx
var iedades de sorgo, se utilizd el analisis de varianza con la
modificacidn de arco seno para los datos, por  presentarse o en
porcentajes (Daniels, 1984); a excepcidn de 1los siquientes:
contenido de taninos por estar los datos en mg/qj; calorias
totales en kKcal. A los anteriores se les aplicd un analisis
de varianza normal. Al contenids de cenizas , cuyces datos se
determinaron en porcentajes, no se le\pudo aplicar el analisis
de varianza cton la modificacidn de arco senc, por Ser  muy
pequelfinos 1los valores (uno y fraccidnd, 1o cual se conviertes en
caro al aplicar esta prueba. S6la se presentan los datos en
la CUADRO III v 1la grafica del contenido de cenizas para 1los
granos de las diez variedades. FIGURA 52.

En los casos donde hubo diferencias, la comparacidn entre

medias se realizé mediante la prueba de Tukey empleando el

paquete SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), el
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cual fué empleado también para el anAlisis de varianza asi
cnﬁo pafa la correlacidn maltiple de Pearson entre las doce
variedades de 1lc quimico y putriciocnal a wun nivel de
significancia de 0.5.

Péra las variables anatdémicas de grosor del epicarpio,
mesocarpino y endocarpio; tamafio de las células del mesocarpio;
tamafo de los graénulos de almidén del mesocarpioco; largo ¥y
ancho de las células del endospermc peviférico, cérneos vy
harinoso; tamafio de los granulos de almidén y proteina del
endospermo periférico, cdrvneo y harinosojg se realizé
primeraménte un anidlisis de varianza y en los casos &
hubo diferencias, la prueba de Tukey determiné qué peo-( ja de
variables‘ eran diferentes; as{ como los subgruncs de
homogenidad y similitud entre las diez vériedades. Tc'a esto
se realizd utilizando el paguete estadistico SPSS (S5talistical
Fackage for the Social Sciences) versidn 3.1.y en un nivel de
significancia de 0.35.

Fosteriormente, y utilizandeo el paquete sefialado se
realizd una correlaciéon miltiple de Pearson, entre las
diecinueve variables, a un nivel de significancia de 0.5.
For altimo se vealizd una correlacién de Pearson con el mismo
péquete (5F55) en los parametros quimiconutricicnales y entre

los parametros anatémicos y quimico-nutricionales.

57

nue |



