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RESUMEN GENERAL
EXPRESION DE LA PROTEINA ESTEAROIL-CoA DESATURASA EN CORDEROS
COMPLEMENTADOS CON Saccharomyces cerevisiae

Adrian Gloria Trujillo, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2017

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de Saccharomyces cerevisiae (Sc) en el proceso de
biohidrogenacion ruminal (BH), expresién de la proteina estearoil-CoA desaturasa (SCD) vy
composicion de acidos grasos en musculo Longissimus dorsi (LD) de ovinos alimentados con
una dieta alta en concentrado. Para medir la BH, cuatro carneros Ramboullet (25.82+1.95kg) con
canula ruminal y duodenal fueron complementados con Sc [T1, dieta comercial (80:20;
concentrado: forraje); T2, T1 + 3 g Sc animal™® d™; T3, T1 + 5 g Sc animal™* d™ y T4, T1 + 10 g
Sc animal™ d™]. Los animales se distribuyeron en un disefio cross- over 4 x 4 con muestreos cada
cuatro horas, durante 12 horas por tres dias. Las variables evaluadas fueron pH ruminal, acidos
grasos volatiles y nitrbgeno amoniacal, en las cuales no se observaron cambios (P>0.05) con la
complementacion de Sc. De manera similar, los niveles de BH de &cidos grasos de cadena larga
resultaron similares (P>0.05) entre tratamientos (TR) (Oleico; T1: 80.04, T2: 79.89, T3: 80.89,
T4: 81.03%, Linoleico; T1: 90.27, T2: 89.60, T3: 90.92, T4: 90.51% y Linolénico; T1: 88.61,
T2: 87.89, T3: 88.65, T4: 88.84%). Para evaluar la expresion de la proteina SCD y su efecto en
el perfil de acidos grasos en musculo LD, 32 corderos machos Hampshire fueron distribuidos en
los TR antes establecidos (T1, T2, T3 y T4), con ocho repeticiones por TR, distribuidos en un
disefio completamente al azar. Se evaluaron variables de comportamiento, canal, perfil de acidos
grasos Yy expresion de la proteina SCD en musculo LD. La inclusion de niveles crecientes de Sc
redujo el consumo de materia seca (P=0.001), ganancia diaria de peso (P= 0.015) y conversion
alimenticia (P=0.011). Los niveles de expresion de la enzima SCD fueron afectados por Sc, lo
que disminuyo las concentraciones de Cig:1 (P=0.08) y Cys.1 (r = 69.74; P=0.054) e incrementd la
sumatoria de isomeros Cig:1 transio y Cis:atransit (P=0.04), Cig2 (r = -0.75, P= 0.0317), a-Cig:3
(P=0.03) y Cz0:4 0s (P=0.03). La adicién de Sc en la dieta afecta los acidos grasos depositados en

la carne, al modificar la expresion de la proteina SCD en musculo Longissimus dorsi.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, biohidrogenacion ruminal, estearoil-CoA desaturasa,

corderos, Longissimus dorsi



ABSTRACT
STEAROYL-CoA DESATURASE PROTEIN EXPRESION IN LAMBS
SUPPLEMENTED WITH Saccharomyces cerevisiae

Adrian Gloria Trujillo, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2017

This aim of this study was to evaluate the effect of supplement Saccharomyces cerevisiae (Sc)
on rumen biohydrogenation, stearoyl-CoA desaturase protein expression and fatty acid profile in
Longissimus dorsi muscle of lambs feeding with a high concentrate diet. For rumen
biohydrogenation analysis, four male Ramboullet rams provided with rumen and duodenal
canulae were supplemented with increasing levels of Sc [T1, basal diet (80:20; concentrate:
forage); T2, T1 + 3 g Sc animal™® d™; T3, T1 + 5 g Sc animal™? d* y T4, T1 + 10 g Sc animal™ d
']. Animals were distributes in a 4 x 4 Latin square design with four evaluation periods, three
days for each period, and four sampling per day at intervals of four hours. pH, short-chain fatty
acids and ammonia nitrogen in rumen fluid were evaluated. No significant differences were
founded (P>0.05) when Sc was supplemented. In the same way, unsaturated fatty acid
biohydrogenation were similar between treatments (P>0.05; Oleic; T1: 80.04, T2: 79.89, T3:
80.89, T4: 81.03%, Linoleic; T1: 90.27, T2: 89.60, T3: 90.92, T4: 90.51% y Linolenic; T1:
88.61, T2: 87.89, T3: 88.65, T4: 88.84%). In the second study, the SCD protein expression and
its effect on LD muscle fatty acid composition were evaluated using 32 male Hampshire lambs,
which were distributed in four treatments (T1, T2, T3 and T4, the same evaluated in the first
study) in a completely randomized design. Animal performanece, carcass characteristics, fatty
acid profile and SCD protein expression in Longissimus dorsi were evaluated. Sc reduced dry
matter intake (P=0.001), average daily gain (P=0.015) and feed conversion (P=0.011). The SCD
protein expression was affected for Sc, so affect LD muscle fatty acid profile because C16:1
(P=0.08) y C18:1 (r = 69.74; P=0.054) were reduced, whereas C18:1 trans10 y trans11 (P=0.04),
C18:2 (r = -0.75, P= 0.0317), 0-C18:3 (P=0.03) y C20:4 Q6 (P=0.03) increase. The Sc
supplementation is an alternative to reduce the SCD protein expression and meat fatty acid

manipulation in lambs.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, ruminal biohydrogenation, stearoil-CoA desaturase,

lambs, Longissimus dorsi.
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Introduccion general

La carne de cordero es fuente de proteinas, lipidos, vitaminas y microminerales (Cabrera y
Saadoun, 2014), y sus caracteristicas intrinsecas o extrinsecas estan determinadas por el sistema
de produccion (Safiudo et al., 2007). En corderos, los sistemas de produccion intensivos mejoran
la cobertura de y deposicion de grasa intramuscular (Oliveira et al., 2017). Sin embargo, las
concentraciones de acidos grasos saturados se incrementan. Mientras que los acidos grasos
poliinsaturados y aquellos derivados del metabolismo ruminal, como los &cidos grasos trans y
acidos grasos conjugados (CLA), se reducen (Francisco et al., 2015). Esta situacion genera una
percepcidn negativa de la carne de cordero, al considerarse un producto no saludable (Vera et al.,
2009) relacionado con enfermedades cardiovasculares (FAO, 2010).

La implementacion de estrategias apropiadas de alimentacion pueden mejorar la calidad
nutricional de la carne (Bessa et al., 2015), reducir la proporcion de acidos grasos saturados e
incrementar la proporcion de polinsaturados en los productos de corderos destinados al consumo
humano (Mapiye et al., 2012; Lestingi et al., 2015). En este sentido, la modificacion en la
composicion de la grasa de rumiantes a través de la nutricion es posible, pero esta fuertemente
limitada por el ecosistema microbiano ruminal que isomeriza e hidrogena los acidos grasos
insaturados de la dieta (Oliveira et al., 2016), y de los mecanismos moleculares que controlan la
composicién de los &cidos grasos en la carne (Mazzucco et al., 2016), mediante los cambios en
los niveles de expresion de genes relacionados con el metabolismo de los &cidos grasos (Dervishi
etal., 2011).

La sintesis endégena de acidos grasos insaturados y cis9, transll CLA es catalizada por la
proteina estearoil-CoA desaturasa (Vasta et al., 2009), la cual es una enzima acido graso mono-
desaturasa microsomal que se relacionada con la deposicion de grasa y la composicion de los
acidos grasos en la carne (Garcia-Fernandez et al., 2010), a partir de sustratos originados por la
biohidrogenacion ruminal, como el acido esteéarico y el acido trans-vaccénico (Bessa et al.,
2015), cuya sintesis estd en funcion de la estabilidad del ecosistema ruminal. El uso de dietas
altas en concentrado tiene efectos negativos en el ecosistema ruminal, por lo que el uso de
probidticos ha sido estudiado para mitigar estos efectos adversos en rumiantes (Wencelova et al.,
2015). En este sentido, Saccharomyces cerevisiae es un probidtico que previene la acidosis

ruminal al eliminar el oxigeno presente en el rumen e incrementar las poblaciones de bacterias



acido lacticas, estimulando el crecimiento de bacterias celuldliticas que son responsables de la
biohidrogenacion ruminal (Chaucheyras-Durand et al., 2008; Bayat et al., 2015), lo que

mejoraria el aprovechamiento de los lipidos ingeridos en el alimento (Titi et al., 2008).

Considerando estos antecedentes y la falta de investigacion que relacione el uso de
Saccharomyces cerevisiae con el metabolismo de &cidos grasos en corderos, los objetivos de la
presente tesis fueron: i) documentar los mecanismos moleculares y nutrigendmicos relacionados
con el metabolismo de &cidos grasos en corderos , ii) evaluar la inclusion de niveles crecientes de
Saccharomyces cerevisiae en el proceso de biohidrogenacion de corderos alimentados con una
dieta alta en concentrado, iii) medir la expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa, y las
concentraciones de acidos grasos de cadena larga en musculo Longissimus dorsi de corderos

complementados con niveles crecientes de Saccharomyces cerevisiae.
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CAPITULO I. BIOMARCADORES NUTRIGENOMICOS RELACIONADOS CON LA
DEPOSICION DE ACIDOS GRASOS EN LA CANAL DE CORDEROS

Gloria T.AL.,* Hernandez S. D*., Hernandez M. O*., Crosby G. M. M*., Meraz R. E®., Mata E.
M. A3,

Resumen
Actualmente el incremento en el consumo de carne de ovino a nivel mundial se enfrenta a la
demanda de proveer alimentos saludables, de alto valor nutricional y cortes de alta calidad,
provenientes de canales con buena conformacion, alto rendimiento, adecuado contenido de grasa
y alto porcentaje de carne magra. En este sentido, la grasa intramuscular tiene una importante
influencia en la palatabilidad de la carne, determina la jugosidad, sabor y terneza, variables que
dependen del tipo de acidos grasos en el tejido adiposo. La nutricion, por lo tanto, desempefia un
papel importante en la mejora de estas caracteristicas, al entender los procesos fisioldgicos que,
derivados del efecto de la alimentacion, expliquen la relacion del nutriente con la expresion del
gen, mediante biomarcadores nutrigenomicos (proteinas y polimorfismos) y herramientas
gendmicas involucrados en el metabolismo de &cidos grasos en la canal de corderos. El uso de la
nutrigendmica en el estudio de la calidad de la carne, permite identificar los cambios en la
expresion de genes relacionados con el metabolismo graso (LPL, ACACA, FASN, FABP4,
SCD, DGAT1, CPT1B, PRKAA2, LEP). Asi mismo, la diferencia en la deposicion de estos
acidos grasos afecta las variables organolépticas, relacionadas con la calidad de la carne de
cordero, resaltando la importancia de la nutricién en la produccion de carne de calidad y deseable

desde el punto de vista de salud del consumidor.
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Abstract
Actually, the increasing of mutton intake around the world confronts to the demand of provide
healthy and high nutritional foods, high quality cuts originated from carcass with good
conformation, high yielding, adequate fat content and high percentage of lean meat. In this way,
intramuscular fat has an important influence on meat palatability, juiciness, flavour and
tenderness. These parameters are dependent of kind of fatty acids presents in adipose tissue.
Hence, nutrition has an important role in how physiological processes explain the relationship
between nutrition and gene expression through nutrigenomics biomarkers (proteins and
polymorphisms) and genomic tools related with fatty acids metabolism in meat. The use of
nutrigenomic in the study of meat quality let to identify the changes in expression of genes
related to fat metabolism (LPL, ACACA, FASN, FABP4, SCD, DGATL, CPT1B, PRKAA2,
LEP). Likewise, the difference in certain fatty acid deposition affect organoleptic parameters
related with mutton quality what stand out the importance of nutrition in meat quality production

and desirable from a healthy point of view.

Keywords: Nutrigenomic, lambs, gene expression, meat quality, fatty acid metabolism.

Introduccion
La carne de ovino es un producto de importancia mundial y son los diferentes sistemas de
produccién de esta especie, los que determinan la calidad del musculo, la composicion de la
carne y sus caracteristicas nutricionales (Ponnampalam et al., 2016). La expansién de este
mercado se atribuye a la alta demanda relacionada con una oferta limitada, donde la calidad del
producto es primordial, basicamente referente a la cantidad y calidad de la grasa, asi como al
grado de marmoleo (Souza et al., 2016). Desde esta perspectiva, la grasa intramuscular tiene una
importante influencia en la palatabilidad de la carne, debido a su contribucion especifica en la
jugosidad, sabor y terneza (Pannier et al., 2014; Lambe et al., 2017). Por lo que, el control en la
deposicion de lipidos en el musculo es de vital importancia para satisfacer las demandas del
consumidor (Fernandez et al., 1999). En este sentido, la nutricion desempefia un papel
importante en la mejora de estas caracteristicas de calidad (Ponnampalam et al., 2016). En
corderos, la dieta como factor ambiental, afecta la composicion de acidos grasos, mismos que

determinan el valor nutricional de la carne, debido a su asociacién con la cantidad y composicion



del tejido adiposo intramuscular (Wood et al., 2004). Se ha demostrado el efecto que tiene la
nutricion animal y la variacion genética en las caracteristicas de la canal y la composicion de
acidos grasos de la carne, mediante el estudio de mecanismos moleculares relacionados con la
expresion de genes (Mazzuco et al., 2016). El nivel de expresion esta asociado con la calidad de
la carne (Picar et al., 2012), por lo que este fenotipo se puede predecir desde el nacimiento, a
través de biomarcadores (genes, proteinas o metabolitos) determinados por la gendémica
funcional o de expresion (Picard et al., 2015), para estudiar el efecto de los nutrientes sobre la
regulacién de los genes a través de la protedmica (Martinez-Mayorga y Pefia, 2016). Con este
antecedente, el objetivo de esta revision es discutir los mecanismos nutrigendmicos involucrados
en la deposicion y composicion de la grasa en musculo, como factor determinante de la calidad

en la carne de corderos.
Importancia de la grasa en la calidad de la carne de corderos

La produccion de corderos se ha incrementado sustancialmente por un aumento en el consumo
de la carne de esta especie (Zhao et al., 2016). La carne de cordero es ampliamente consumida
alrededor del mundo y su calidad depende del resultado de la variacién genética y el
acondicionamiento ambiental del animal (Tzer-Yang et al. 2015). Su composicién quimica esta
constituida de 73% de agua, 21% de fracciones de proteina, <1% de carbohidratos, vitaminas y
minerales y 5% de lipidos, la cual puede variar de 2 a 10% (Cruz-Gonzélez et al., 2014)
dependiendo de la dieta, y determina la cantidad y calidad del producto final (Bezerra et al.,
2016).

La grasa estd constituida de 55 a 60% de &cidos grasos saturados (Feiner, 2016), posee baja
relacion de &cidos grasos polinsaturados y alta relacion de acidos grasos n-3/n-6 (Cabbidu et al.,
2010), situacién que ha generado la percepcion de un producto no saludable (Vera et al., 2009),
cuya grasa esta relacionada con la incidencia de enfermedades coronarias, artritis y cancer
(Corpet, 2011). En respuesta a esta situacion, la investigacién se ha enfocado a la modificacién
del contenido de acidos grasos en carne, basandose en mejorar las concentraciones de acidos
grasos polinsaturados (Hocquette et al., 2010). Si bien la calidad de la carne se ha relacionado
positivamente con el contenido de lipidos totales y estos a su vez con la jugosidad y sabor de la
misma, hay una tendencia de los consumidores a disminuir la cantidad de acidos grasos

saturados, lo que ha generado la necesidad de entender la relacion entre el contenido de grasa, la
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composicién de los acidos grasos y la palatabilidad, a fin de asegurar que la terneza, sabor y
jugosidad no se vean comprometidos con la seleccion de ganado que produzca carne de mejor
calidad nutricional (Ellies-Oury et al., 2016). De acuerdo con la literatura, los acidos grasos
polinsaturados estan negativamente correlacionados con la terneza y la jugosidad, mientras que
la correlacion entre &cidos grasos monoinsaturados y la terneza parece positiva (Garmyn et al.,
2011). Esta relacion se debe a un incremento paralelo en el contenido de acidos grasos saturados
y monoinsaturados, mientras que el contenido de &cidos grasos polinsaturados se modifica
solamente en un grado minimo; es bien conocido que los acidos grasos polinsaturados estan
presentes en los fosfolipidos de la membrana celular en mayor proporcion, mientras que los
acidos grasos saturados se encuentran en los triglicéridos de los adipocitos localizados en

depdsitos intracelulares (Ellies-Oury et al., 2016).

Por lo tanto, el incremento en el contenido de la grasa intramuscular no esta correlacionado con
un incremento intramuscular en el contenido de acidos grasos polinsaturados, pero si con un
aumento en el contenido de triglicéridos (Ellies-Oury et al., 2016). Por lo tanto, el incremento
total de la grasa intramuscular estara limitado por la fraccion de triglicéridos (Wood et al., 2008),
consecuentemente es comdn que muchos de los altos contenidos de acidos grasos saturados y
monoinsaturados sean ofrecidos en las porciones de carne con mas grasa. Los acidos grasos
polinsaturados son diluidos por los &acidos grasos saturados y monoinsaturados cuando el
contenido intramuscular de lipidos se incrementa (Ellies-Oury et al., 2016).

Considerando la informacion antes descrita, hay un interés creciente en identificar los factores
causales de la variacion de los acidos grasos en rumiantes, para implementar medidas apropiadas
que permitan modular la fraccion de sus componentes (Berhane et al., 2016). Por lo que es
importante entender, mediante tecnologias genémicas, los procesos moleculares que son base de
la calidad de la carne, que dependen de la bioquimica post mortem del masculo (D’Alessandro y
Zolla, 2013) y de la relacion entre los nutrientes con la regulacion y respuesta de los genes,

mediante la nutriepigenémica (Lindroth et al., 2015).

Epigenética
La epigenética es un conjunto complejo de procesos de desarrollo que se encuentran entre el
genotipo y fenotipo, se relaciona con modificaciones quimicas o estructurales de la cromatina,

complejo de DNA envuelto por nucleosomas formado por un nucleo de proteinas histonas, en la
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cual se controla la actividad transcripcional de genes, y se mantiene la integridad cromosémica
entre los estados condensados y no condensados en organismos superiores (Lindroth et al., 2015;
Deichmann, 2016). La epigenética considera la regulacién de la expresion de los genes, los
cuales son parcial o completamente apagados en un proceso denominado silenciamiento
genético, el cual esta determinado por la metilacion del DNA y la modificacion de histonas
(Ahmadi et al. 2017).

La acetilacion y metilacion de las histonas tienen efecto inhibitorio sobre la transcripcion, se ha
demostrado que las enzimas que unen los grupos metil y acetil a las histonas de los nucleosomas
no son secuencias especificas del DNA, aunque es necesario un factor proteico con secuencia
especifica que permita esta union en el lugar correcto. A pesar de ello, las modificaciones en las
histonas no son estables y no son fielmente copiadas por lo que desaparecen después de pocas
generaciones de células (Deichmann, 2016). La modificacion epigenética mejor caracterizada es
la metilacion del DNA, la cual ocurre en mamiferos, en las citosinas y guaninas (CpG); la
mayoria de las relaciones CpG en el genoma son metiladas todo el tiempo, excepto en elementos
de regulacion como los promotores y potenciadores. La metilacion del DNA en los promotores y
potenciadores resulta en el silenciamiento genético; no obstante, su presencia en el cuerpo del
gen también puede relacionarse con la activacién del gen, indicando que la metilacién del DNA

tiene diferentes roles dependiendo del lugar donde aparezca (Lindroth et al., 2015).

Las modificaciones quimicas que regulan la expresion de genes estdn moduladas por nutrientes,
metabolitos y componentes bioactivos del alimento, que enfatizan la relacion entre los nutrientes
y los cambios epigenéticos, esto incorpora a la epigenética dentro de la nutrigendémica con el fin
de explicar la relacién de los nutrientes sobre la regulacién y respuesta de los genes (Lindroth et
al., 2015), y asi identificar los polimorfismos y su relacidén con la expresion y respuesta génica
mediante la protedmica y metabolémica (Martinez-Mayorga y Pefia, 2016).

Nutrigenomica

La nutrigenomica estudia la influencia del alimento o los constituyentes del alimento sobre el
transcriptoma (De Santis et al., 2016). Permite investigar, acceder y entender la variedad de
respuestas obtenidas a través de una dieta determinada, la cual es aplicada entre individuos y
grupos poblacionales (Sales et al., 2014). En la nutrigendmica, los nutrientes actdan como

sefiales que las células interpretan como informacion relacionada con el ambiente y responden
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segun las necesidades, modificando las vias metabolicas mediante la regulacion de los genes y la
expresion de proteinas (Muller y Kersten, 2003). Dawson (2006) lo define como un dogma
central que describe el flujo de informacién bioquimica del DNA a RNA y después a proteina.
En una célula, las proteinas corresponden al producto final de un gen y la regulacion en la
expresion de este gen, estd determinada por factores epigenéticos influenciados por el ambiente
(Gobert et al., 2014). La ingestion de nutrientes genera respuestas bioldgicas sustentadas por
redes enlazadas con procesos fisioldgicos, como la absorcion del alimento, la transformacion
molecular, el transporte de nutrientes, la absorcion molecular, el almacenamiento celular, los

mecanismos de accion celulares, metabolismo y eliminacion (Corcuff y Merched, 2016).

En este sentido, la manipulacion de la dieta es herramienta clave para influir en los estandares de
produccion de los rumiantes y los mecanismos moleculares que permiten examinar los efectos de
la nutricion sobre la expresion génica y su relacion con el rendimiento del ganado (Dawson,
2006).

Nutrigendmica focalizada a la produccion de carne de corderos

La nutrigendmica permite entender la relacion entre la nutricion, genética, fertilidad y desarrollo
muscular (Dawson, 2006). Los factores como la raza del animal, el control del estrés al
sacrificio, la manipulacion de la dieta y las estrategias nutricionales, son herramientas clave que

influyen en la produccion de la carne de cordero (Paredi et al., 2013).

En este sentido, el tipo de alimentacion no s6lo condiciona los estandares de produccion del
animal, sino ademas la calidad del producto carnico. De esta manera, Boughalmi y Araba (2016)
establecieron que la calidad de la carne de corderos alimentados en pastoreo es mejor que la de
corderos en estabulacion. Idea que fue confirmada por Manso et al. (2016) al determinar que el
tipo y cantidad de grasa, asi como el forraje en dietas para borregos, son los factores a considerar
para producir carne con un perfil graso saludable.

Se ha demostrado que la nutricién animal y la variacion genética intervienen en parametros
relacionados con la canal y la composicion de &cidos grasos en la carne, a través de mecanismos
moleculares que controlan la variacién de los niveles de expresion del mRNA de genes
relacionados con el metabolismo de los acidos grasos (Dinh et al., 2010; Dervishi et al., 2011;
Mazzuco et al., 2016).
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Los sistemas de pastoreo son reconocidos por producir ganado con menos grasa y con
propiedades benéficas para la salud humana, por su composicién de acidos grasos (Latimori et
al., 2008). Sin embargo, Mazzucco et al. (2016) no encontraron relacion entre el sistema de
pastoreo y la presencia de polimorfismos en genes que estan relacionados con el metabolismo
lipidico y la deposicion de grasa intramuscular; no obstante, determinaron que el polimorfismo
del gen leptina estaba asociado con la grasa intramuscular y la composicién de acido oleico
(C18:1 n-9) y docosapentanoico (22:5 n-3), e influia también en el contenido total de acidos
grasos saturados y monoinsaturados. En contraste, Scerra et al. (2007) y Dervishi et al. (2010)
indican que en corderos el sistema de alimentacion no afecta la infiltracion total de grasa

intramuscular, pero si se mejora el perfil graso y calidad de la grasa.

Biomarcadores como herramienta para el estudio de la calidad de la carne en corderos

La llegada de técnicas recientes en el andlisis del DNA marca el inicio de nuevos campos en la
gendmica; disciplina cientifica que mapea, secuencia y analiza la informacion del DNA (Blasco
y Toro, 2014). El conocimiento del genoma y el desarrollo de herramientas de secuenciacion han
permitido la expansion de la gendémica funcional en el andlisis simultaneo de cientos o miles de
polimorfismos genéticos (SNPs con chips), transcripciones (transcriptomica), proteinas
(proteémica) y metabolitos (metabolomica), cuyos niveles de expresion o abundancia estan
asociados con un fenotipo de interés como la calidad de la carne (Picard et al., 2012).

El uso de marcadores para la seleccion gendmica tiene potencial para el mejoramiento de
caracteristicas de reproduccion, pardmetros de la canal, calidad de la carne y eficiencia
alimenticia (Hayes et al. 2013). En este sentido, el uso de biomarcadores contribuye a optimizar
el balance sostenible entre la productividad, la calidad del producto y el bienestar animal
(Bendixen et al., 2011). Estos biomarcadores permitiran predecir el nivel de calidad de la carne
desde el nacimiento con el uso de SNP, o durante el crecimiento hasta el sacrificio con la

deteccidn de genes, proteinas y metabolitos (Picard et al., 2015).

Aplicacion de la proteémica en el estudio de la calidad de carne de corderos

La protedmica estudia las proteinas expresadas en una célula, tejido o fluido, 6rgano, sistema o
poblacién (Paredi et al., 2013). Las proteinas sintetizadas corresponden al producto final de un
gen a través de factores epigendémicos influenciados por factores ambientales; esta vision

holistica permite el monitoreo de la expresion géenica y perfiles proteicos para determinar la
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funcion de cada proteina y sus interacciones. Actualmente, se hace uso de estudios protedmicos
para relacionar caracteres de calidad mediante biomarcadores, para obtener mayor conocimiento
sobre la fisiologia y biologia de los animales, musculos, células 0 moléculas (Gobert et al.,
2014).

Estudios protedmicos basados en el metabolismo celular han sido desarrollados para conocer la
estimulacién de la adipogénesis y la acumulacion de grasa intramuscular (Katsumata, 2011). La
deposicion de la grasa intramuscular involucra eventos que inician y mantienen la proliferacion
de preadipocitos, la diferenciacion de preadipocitos en adipocitos y la maduracién de adipocitos
con la disminucion del crecimiento muscular (Lee et al., 2010). Quimicamente la grasa
intramuscular es el resultado de la acumulacion de fosfolipidos, triglicéridos y colesterol
(Sadkowski et al., 2014). En los musculos de mamiferos los triglicéridos son almacenados en los
adipocitos intramusculares y en las miofibrillas, como gotas de grasa localizadas cercas de la

mitocondria (Essén-Gustavsson et al., 1994).

La importancia de la proteémica en la ciencia animal ha sido descrita y demostrada en la
produccion animal, a través de los procesos involucrados en la transformacion del musculo a
carne (Eckersall et al., 2012). Los atributos de calidad en la carne como color, textura, sabor y
jugosidad tienen un fuerte impacto en la satisfaccion del consumidor, por ejemplo, el tipo de
fibras musculares influencian el color, la terneza y el pH (Wu et al., 2014), mientras que el
contenido de grasa intramuscular se relaciona con la terneza y jugosidad (Gagaoua et al., 2014).
Ademas, los marcadores de calidad pueden ser el reflejo de las diferentes vias metabodlicas que
contribuyen al desarrollo de la terneza de la carne (Ouali et al., 2013), la cual estd determinada
en un 30% por el tipo de fibras, colageno y lipidos intramusculares (Chriki et al., 2013). El
contenido de grasa intramuscular juega un papel importante en la aceptabilidad y calidad de la
carne, su deposicion varia considerablemente entre individuos, en funcion del sistema de

produccidn y la genética (Pethick et al., 2004).

En el animal, los lipidos se distribuyen en diferentes tejidos; no obstante, en los sistemas de
produccién de carne, la deposicion controlada de grasa en musculo es de vital importancia para
satisfacer las demandas del consumidor; de esta manera, Lambe et al. (2017) documentan que,

en cortes de carne de ovino, un minimo de 3 a 5% de grasa intramuscular es recomendado,
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principalmente por su relacién con la jugosidad y el sabor. Esto recalca la importancia de la

grasa intramuscular en la determinacion de la terneza.

Epigenética y metabolismo de acidos grasos en la canal de corderos
La funcion, descripcion y namero de acceso al GenBank de los diferentes genes relacionados con

el metabolismo graso en corderos se muestran en el Cuadro 1.

Dervishi et al. (2011) sugieren que cambios en el perfil de &cidos grasos debido al sistema de
alimentacion implican cambios en los niveles de expresién del mRNA de genes relacionados con
el metabolismo graso; estos autores demostraron que corderos alimentados en pastoreo
mostraban niveles menores de expresion de los genes lipogénicos ACACA y FASN en el tejido
adiposo subcutaneo y mesentérico, debido a una mayor oxidacion de &cidos grasos, promovida
por el gen CPT1B para la produccion de energia. En contraste, con los sistemas de

confinamiento donde hay una mayor regulacion de los genes relacionados con la adipogénesis.

En otro estudio, Zhao et al. (2016) indicaron que la restriccion alimenticia en corderos afectaba
el desarrollo de la masa musculo-esquelética en respuesta a una reduccién del volumen
miofibrilar. Ademas, estos autores identificaron que la insulina como factor de crecimiento (IGF-
1 e IGF-2) juegan un papel importante en el desarrollo, regeneracion e hipertrofia del musculo
(Erbay et al., 2003), y que la expresion del mMRNA para IGF-1 se reduce en corderos alimentados
con dietas hipocaloricas (Zhao et al., 2016). Asi mismo, para la expresion del gen HSL que
codifica para la enzima lipasa sensible a hormonas, y regula enzimas relacionadas con la catalisis
de triglicéridos para liberar &cidos grasos que seran transferidos a tejidos que requieren energia.
En corderos, la expresion del gen HSL en grasa subcutanea, masculo Longissimus dorsi, biceps
femorales y musculo cardiaco disminuye cuando el nivel de energia en la dieta se incrementa
(Ying-Jie et al., 2012). Por lo que, su regulacion permite modificar la deposicién de la grasa
intramuscular y por lo tanto, mejorar el contenido de agua, sabor y terneza de la carne (Ying-Jie
etal., 2012).

Urrutia et al. (2015) determinaron que la complementacion con chia y linaza enj corderos
aumentaban las concentraciones del acido a-linolénico en el tejido adiposo intramuscular del
Longissimus dorsi y disminuian los niveles de expresion del gen ACACA y SCD, en respuesta al

efecto inhibitorio de los acidos grasos polinsaturados n-3 provenientes de la dieta; asi mismo, la
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expresion del gen LPL se redujo por la inclusién de chia, mientras que la expresion de los genes
FADS1 y FADS2 se afectaba negativamente por la inclusion de linaza en la dieta. Estos
resultados se asemejan a los reportados por Bezerra et al. (2016), quienes demostraron que la
suplementacién con semillas de linaza o chia en corderos mejoraba la calidad de la carne al

incorporar acidos grasos benéficos para la salud del consumidor.

El gen estearoil CoA desaturasa (SCD, por sus siglas en inglés), codifica para la enzima SCD,
también Ilamada A-9 desaturasa y se localiza a nivel de reticulo endoplasmico, es responsable de
la conversion de acidos grasos saturados a monoinsaturados, asi como la desaturacion del acido
trans vaccénico a acido linoleico conjugado (Corl et al., 2001). La SCD cataliza la introduccién
del primer doble enlace cis en la posicién A9 en sustratos grasos de acetil-CoA, por lo que los
cambios en la actividad de esta enzima se reflejan en la composicion de los fosfolipidos

celulares, ésteres de colesterol y triglicéridos (Paton y Ntambi, 2009).

Vasta et al. (2009) encontraron que el incremento en la expresion de la enzima A-9 desaturasa se
relacionaba con un efecto modulador de los taninos sobre la fermentacién ruminal y el proceso
de biohidrogenacion. Este comportamiento definié el tipo de acidos grasos absorbidos por el
epitelio intestinal y determind la calidad de la grasa intramuscular, en base a la composicion de

los &cidos grasos (Minieri et al., 2014).
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Cuadro 1. Genes involucrados en el metabolismo lipidico en musculo semitendinoso de corderos.

Gen Enzima que codifica Descripcion
Codifica una enzima glucoproteica la cual limita la velocidad de la hidrolisis de
LPL Lipoproteina lipasa triglicéridos e interviene en la diferenciacion y maduracion de células adiposas.
[NM_001009394] Ademas controla la reparticion de triglicéridos entre el tejido adiposo y muscular.
. . Interviene en la biosintesis de acidos grasos de cadena larga, ademas cataliza la
a acetil coenzima A - . . .
. carboxilacion dependiente de ATP de acetil-CoA para formar malonil-CoA (sustrato
ACACA carboxilasa ara la sintesis de acido palmitico)
[NM_001009256] P P '
- . Cataliza la sintesis de palmitato a partir de acetil-CoA y malonil- CoA, en presencia
FASN Acido graso sintasa de NADPH, en &cidos grasos saturados de cadena larga
[GQ150557.1] ! g ga.
Suministra acidos largos de cadena larga como fuentes importantes de energia para
Proteina de unién de &cidos  mantenimiento y crecimiento del musculo, forzando a los acidos grasos de cadena
FABP4 : .
grasos [EU301804] larga hacia la grasa almacenada en las fibras musculares.
: : Regula la velocidad de las enzimas responsables de convertir el palmitoil y estearoil-
Enzima estearoil CoA o . . - L -
SCD CoA a palmitoil u oleoil- CoA. En rumiantes, participa en la formacién de acido
desaturasa [AJ001048] L . . L - .
linoleico conjugado (CLA) a partir de acido trans- vaccénico en tejido muscular.
DGAT1L Enzima acil- CoA: Juega un rol central en la sintesis de triglicéridos. Cataliza la reaccion de
diacilglicerol aciltransferasa-  diacilglicerol y acil-CoA grasos a triglicéridos.
1 [EU178818]
CPTIB Forma parte del sistema de transportadores mitocondriales al acarrear los acidos

Carnitina palmitoil

grasos al interior de la mitocondria, ademas es una enzima clave en el control de la
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transferasa 1 [AJ272435]

Subunidad catalitica 2a

PRKAAZ [NM_001112816]

Hormona leptina

LEP [EF534374]

oxidacion de los &cidos grasos de cadena larga.

Es un regulador que controla el metabolismo de la glucosa y lipidos. Esta implicado
en el control del contenido del tejido adiposo.

Estd implicada en la regulacion del consumo de alimento, gasto de energia y balance
energético. Actla en los receptores del sistema nervioso central para inhibir el
consumo de alimento y promover el gasto de energia via la estimulacion de la
proteina quinasa activada por AMP en el masculo esquelético.

Dervishi et al. (2011)
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No obstante, Safiudo et al. (2013) afirman que altas concentraciones de acidos grasos
polinsaturados en la carne de cordero se relacionan con un sabor rancio, derivado de la
oxidacion de estos acidos grasos. Sin embargo, Safiudo et al. (2000) sefialan que la
presencia de antioxidantes como el a-tocoferol, protegen los &cidos grasos polinsaturados
incorporados en la membrana celular, y se correlaciona positivamente con el sabor de la
carne de corderos. En este contexto, Gonzalez-Calvo et al. (2014) determinaron que la
suplementacion de a-tocoferol en corderos generaba una sobre- expresion del gen
lipoproteina lipasa (LPL) en Longissimus dorsi y tejido adiposo por efecto de una mayor
transferencia de a- tocoferol en lipoproteinas de alta densidad (HDL), lo que permitié
incrementar la absorcion intestinal y las concentraciones plasmaticas de a-tocoferol por un
aumento en la expresion del gen SRBP1 (regulador de proteinas de union de esteroles),
relacionado con el metabolismo del colesterol y acidos grasos.

El uso de antioxidantes en la evaluacion de la calidad de la carne incorpora Saccharomyces
cerevisiae (Sc) como aditivo alimenticio para aportar selenio de forma organica y mejorar
la estabilizacion oxidativa en productos carnicos (Baltic et al., 2015). Saccharomyces
cerevisiae mejora el consumo de materia seca, la utilizacion de nutrientes y el rendimiento
en rumiantes, al incrementar la digestibilidad de la fibra y la estabilizacion del ambiente
ruminal (Pal et al., 2010). Ademas, esta levadura es usada para mejorar la salud, el
rendimiento productivo y mejorar las caracteristicas de la canal (Estrada-Angulo et al.,
2013). Rufino et al. (2013) reportaron que la inclusion de Sc en la dieta de corderos
disminuyd el espesor de grasa dorsal, por una menor concentracién de metionina y cistina
en la levadura, e inhibio el crecimiento microbiano ruminal que redujo la produccion de
acetato, comprometiendo la deposicidn de grasa en la canal, y afectando la calidad de la
carne (Coleman et al., 2016). Uno de los principales efectos de Sc es la estimulacién del
crecimiento de bacterias celuloliticas, responsables de biohidrogenar los &cidos grasos
provenientes del alimento (Polan et al., 1964). Estos antecedentes sugieren el uso de Sc
como alternativa para mejorar la calidad de la carne. En este sentido, Dervishi et al. (2011)
y Scollan et al. (2014)indican que el potencial para modificar la composicion de &cidos
grasos en musculo mediante la nutricion, es determinado por la biohidrogenacion y los
niveles de expresion de los genes relacionados con el metabolismo de &cidos grasos. Sin

embargo, aunque no hay estudios que evallen el efecto de Sc sobre la expresion de estos
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genes, esta documentado que la complementacion con niveles crecientes de Sc (3y 5 g
animal™ d*) reduce las concentraciones de 4cido miristico, palmitico, oleico y linoleico en

el muasculo Longissimus dorsi de corderos (Gloria et al., 2013).

Polimorfismos relacionados con el metabolismo de acidos grasos en la canal y la
calidad de la carne de corderos

Los polimorfismos en genes que influyen en caracteristicas especificas, y la comprension
de los efectos bioldgicos de estas variaciones, permite la aplicacion eficiente de los datos
gendmicos en la seleccion animal (Nanekarani y Goodarzi, 2014). Los marcadores usados
en la seleccion gendmica son polimorfismos a nivel de un nucleétido o SNP, que permiten
determinar el genotipo individual por cientos de miles de SNP a un costo razonable,
ademas de que los animales pueden seleccionarse a temprana edad y para caracteristicas
cuya medicion seria dificil o cara (Hayes et al., 2013). La seleccion gendmica se refiere al
uso de marcadores genéticos en todo el genoma para predecir el valor de crianza de los

candidatos seleccionados (Meuwissen et al., 2001).

Un ejemplo que se relaciona con la evaluacion de mutaciones en genes implicados en
caracteristicas de la canal de corderos, es el estudio de la calpastatina y callipyge. El gen
calpastatina estd localizado en el cromosoma ovino 5 (Nanekarani y Goodarzi, 2014) y
participa en la degradacion de la proteina miofibrilar del musculo esquelético (Goll et al.,
2003), ademas regula la tasa de crecimiento y la terneza de la carne (Aali et al., 2014). Asi
mismo, el gen callipyge esta localizado en la zona telomérica del cromosoma ovino 18,
origina un fenotipo con hipertrofia muscular en los musculos pélvicos, y confiere a los
corderos incrementar el porcentaje de rendimiento, incremento del area del ojo de la
costilla, composicion de grasa deseable; aunque también producen canales mas delgadas y
con menor terneza (Penick et al., 2017). En este sentido, Nanekarani y Goodarzi (2014)
determinaron la presencia de tres polimorfismos para el gen calpastatina en corderos Lori
(alelos AA, AB y BB). Sin embargo, s6lo identificaron un alelo correspondiente al
genotipo AA para el gen callipyge, debido a que unicamente los individuos heterocigotos
que heredan la mutacion callipyge, pueden mostrar el fenotipo.

Por otro lado, Avilés et al. (2016) determinaron que la presencia de mutaciones en el gen

SCD 231 se relacionan con altas concentraciones de acido palmitoleico (C16:1 cis-9), pero
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no modifican las concentraciones de los acidos palmitico (C16:0), estearico (C18:0) y
oleico (C18:1). En contraste, Aali et al. (2016) mediante un analisis SSCP (confirmacién de
polimorfismos en cadena simple) revelaron dos patrones de bandeo, correspondientes al
genotipo homocigoto A (SCD1/SCD1; alelo SCD1) y el genotipo heterocigoto B
(SCD1/SCD2; alelo SCD2), siendo el genotipo A maés frecuente que el genotipo B. Sus
resultados demostraron que el genotipo A afectaba las proporciones del acido linoleico,
araquiddnico, eicosapentaenoico, docosahexaenoico, saturados y monoinsaturados. En
contraste, el genotipo B (SCD2) se relacionaba con concentraciones mas altas del &cido
linoleico, linolénico, araquiddnico, eicosapentaenoico, docosahexaenoico y menores

concentraciones de oleico y &cidos grasos saturados.

Conclusiones
La demanda creciente de productos alimenticios de alto valor nutricional ha incrementado
la implementacion de la nutrigendmica en la produccion animal. Con base a esto, la
nutricion se posiciona como un factor determinante en la calidad de la canal de corderos, al
intervenir en la deposiciéon de acidos grasos en la grasa intramuscular. Los mecanismos
epigenéticos relacionados con polimorfismos, permiten cuantificar la variabilidad genética
entre individuos, como una estrategia innovadora de seleccién en la mejora de la
produccién animal. Asi como la obtencién de productos competitivos de alto valor
nutricional que satisfagan las demandas del consumidor. Es necesario, por lo tanto, el
desarrollo de investigaciones que incluyan estudios genémicos en la produccion animal,
con el fin de hacer mas eficientes las practicas de manejo y estrategias nutricionales en base

al potencial genético del animal.
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CAPITULO Il. COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS Y BIOHIDROGENACION
RUMINAL DE CARNEROS COMPLEMENTADOS CON Saccharomyces cerevisiae

Gloria T.AL, Hernandez S. D*., Hernandez M. O'., Crosby G. M. M., Meraz R. E%., Mata
E.M. A°

Resumen
Cuatro carneros de la raza Ramboullet (72.35+4.6kg) provistos con canula ruminal y
duodenal fueron complementados con dosis crecientes de Saccharomyces cerevisiae (Sc)
(T1, dieta comercial; T2, T1 + 3 g Sc animal™ d*; T3, T1 + 5 g Sc animal™ d™* y T4, T1 +
10 g Sc animal™ d™%). El objetivo fue evaluar el efecto de Sc en la biohidrogenacién ruminal
de &cidos grasos de cadena larga. Los animales se distribuyeron en un disefio cross- over 4
X 4, con cuatro periodos de evaluacion, cada periodo de evaluacion fue de tres dias, con
muestreos cada cuatro horas, durante 12 horas por dia. Las variables evaluadas en fluido
ruminal fueron pH, acidos grasos volatiles y nitrégeno amoniacal, en las cuales no se
observaron cambios (P>0.05) con la complementacion de Sc; de manera similar los niveles
de biohidrogenacion de acidos grasos de cadena larga resultaron similares (P>0.05) entre
los tratamientos complementados con Sc y el grupo testigo (Oleico; T1: 80.04, T2: 79.89,
T3: 80.89, T4: 81.03%, Linoleico; T1: 90.27, T2: 89.60, T3: 90.92, T4: 90.51% vy
Linolénico; T1: 88.61, T2: 87.89, T3: 88.65T4: 88.84%), y coinciden con las
concentraciones de acido oleico, linoleico y linolénico reportadas en el perfil graso de
liquido ruminal. En conclusién, Sc no modifica la dindmica ruminal, ni la biohidrogenacién

de &cidos grasos de cadena larga.

Palabras clave: Biohidrogenacion, Saccharomyces cerevisiae, carneros, composicion de

acidos grasos, liquido ruminal.
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Abstract

Four rams Ramboullet (72.35+4.6kg) with ruminal and duodenal canulae were
supplemented with increasing levels of Saccharomyces cerevisiae (Sc) [T1, basal diet
(80:20; concentrate: forage); T2, T1 + 3 g Sc animal™ d*; T3, T1 + 5 g Sc animal™® d™ y T4,
T1 + 10 g Sc animal™ d*]. The aim of this study was to evaluate the effect of Sc on long-
chain fatty acids biohydrogenation. Animals were distribuited in a cros- over design 4 x 4,
with four evaluation periods, three days by periods and the sampling had 4 hours- intervals
during twelve hours per day. pH, volatile fatty acids and ammonia in ruminal fluid were
evaluated. These variables weren’t affected by Sc (P>0.05). In the same way, Sc didn’t
affect long-chain fatty acids biohydrogenation (P>0.05) (Oleic; T1: 80.04, T2: 79.89, T3:
80.89, T4: 81.03%, Linoleic; T1: 90.27, T2: 89.60, T3: 90.92, T4: 90.51% y Linolenic; T1:
88.61, T2: 87.89, T3: 88.65, T4: 88.84%). In conclusion, Sc didn"t modify rumen dynamic
and long-chain fatty acids biohydrogenation.

Keywords: Biohydrogenation, Saccharomyces cerevisiae, rams, fatty acid profile, ruminal
fluid.

Introduccion
En afios recientes, se han desarrollado investigaciones enfocadas a la composicién de
acidos grasos en productos obtenidos de rumiantes y su efecto en la salud humana (Ishlak et
al., 2015). Cada uno de estos acidos grasos esta influenciado por factores intrinsecos del
animal, como la edad, raza, sexo y el tipo de alimentacién (Ballin, 2010). Sin embargo, los
lipidos de la dieta que son hidrolizados a é&cidos grasos libres en el rumen, son
aprovechados por la flora microbiana en un proceso denominado biohidrogenacion (Cruz-
Gonzaélez et al., 2014). En la biohidrogenacion, las poblaciones bacterianas, principalmente
las celuloliticas, reducen el nimero de dobles enlaces en la cadena de carbono de los &cidos
grasos (Buccioni et al., 2012), generando &cidos grasos saturados (palmitico y estearico) y
monoinsaturados (Cruz-Gonzélez et al., 2014). No obstante, cuando el nivel de alimento
concentrado en la dieta es alto, hay una reduccion en el numero de bacterias celuloliticas
(Buccioni et al., 2012). Esta situacién favorece la saturacion parcial de &cidos grasos
insaturados como el linoleico y linolénico, de los cuales se derivan productos intermedios

como el acido trans-vaccénico e isomeros del acido linoleico conjugado, que actian como
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indicadores de un ambiente ruminal alterado (Apas et al., 2015). A este respecto,
Saccharomyces cerevisiae (Sc), estabiliza el pH ruminal (Thrune et al., 2009), al optimizar
la concentracién de bacterias celuloliticas (Jurkovich et al., 2014) y mejorar el
aprovechamiento de los lipidos en el alimento ingerido (Titi et al., 2008), asi como
incrementar la produccién de AGV (Xiao et al., 2016). Con base en lo anterior, el objetivo
de este estudio fue evaluar la biohidrogenacion ruminal y la composicion de acidos grasos
de cadena larga en liquido ruminal de carneros complementados con niveles crecientes de

Sc y alimentados con una dieta alta en concentrado.

Materiales y métodos

Animales, tratamientos y disefio experimental

El estudio se realizé en las instalaciones de la Granja Experimental del Colegio de
Postgraduados, localizada en Montecillo, Texcoco, Estado de México. El protocolo
experimental relacionado con el manejo de los animales fue aprobado por el Comité de
Etica del Programa de Ganaderia. Se utilizaron cuatro carneros Ramboullet canulados en
rumen y duodeno, con un peso vivo de 72.35 + 4.6 kg. Los animales se distribuyeron en un
disefio cross — over 4 x 4. Cada periodo experimental consistié de 13 d, de los cuales 10 d
fueron usados para la adaptacion de los animales a la dieta, y 3 dias restantes para
muestrear liquido ruminal. Los tratamientos (T) evaluados fueron: T1 = 80% de alimento
balanceado Engorda Cordero Plus® y 20% de alfalfa achicalada, T2 =T1 + 3 g animal™ d*
de Saccharomyces cerevisiae (Yea Sacc'®?, Alltech; Sc), T3 =T1 + 5 g animal™ d™ de Sc y
T4 =T1 + 10 g animal™ d* de Sc. Los carneros fueron alojados en jaulas metabdlicas
individuales y alimentados dos veces por dia con raciones iguales a las 8:00 y 18:00 h. Los

animales tuvieron agua a libre acceso durante todo el estudio.

Toma de muestras

Para determinar la composicion de acidos grasos de cadena larga, se tomaron 50 mL de
liquido ruminal del saco ventral del rumen, cada 4 horas durante las primeras 12 horas de 3
dias consecutivos, generando seis muestras por dia por cada carnero. En las muestras
recolectadas se midio el pH e inmediatamente fueron vaciadas sin filtrar en tubos de
plastico de 50 mL y colocadas en hielo para su transporte, y posteriormente congelarlas a -

20°C hasta su andlisis. Una muestra compuesta de 50 mL se obtuvo de cada horario de
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medicion considerando los 3 dias de muestreo; estas se vertieron en viales de vidrio y se
deshidrataron en liofilizadora (Labconco, USA), durante dos dias a -50 °C y 0.1 psi. La
muestra seca fue pulverizada en un molino para café (Krups, USA) y almacenada en papel
encerado a -20 °C hasta su analisis.

Para la determinacion de acidos grasos volatiles (AGV) (Erwin et al., 1961). El liquido
ruminal recolectado fue filtrado con cuatro capas de manta de cielo, vertiéndose 4 mL del
filtrado en un tubo con acido metafosforico al 25%, en una relacion 4:1. Las muestras se
analizaron en un cromatégrafo de gases (HP6890, USA), con una columna capilar HP-
FFAP 19091F-433 (Agilent, USA), pelicula 0.25 micras, longitud de 30 m y diametro de
0.25 mm. Se utilizé nitrégeno como gas acarreador, flujo de hidrégeno de 33 mL min™, el
flujo de aire de 330 mL min™. Se utiliz6 nitrégeno como Make up (14 mL min™). La
temperatura del inyector fue de 230°C y del detector 240°C. Las condiciones del horno
fueron: Rampa 1, velocidad de 65° min™, temperatura de 95° y tiempo de 0.15 min. Rampa
2: velocidad de 15°C min™, temperatura de 145°C y tiempo de 6 min, con una corrida total
de 9.94 min.

El nitrégeno amoniacal se determind mediante la técnica de McCullough (1967), y las

muestras se midieron en un espectrofotometro modelo CARY 1E (Varian, USA) a 630 nm.

Andlisis de laboratorio

Bromatoldgico y variables ruminales
El alimento ofrecido y levadura complementada se analizaron con base a materia seca

(MS, %), proteina total (PT, %) y porcentaje de cenizas (AOAC, 2005), fibra detergente
neutro (FDN, %) y fibra detergente acida (FDA, %) (Goering y Van Soest, 1972) y extracto
etéreo (EE, %) (Nielsen, 2010) (Cuadro 1).

La composicién de acidos grasos de cadena larga en liquido ruminal se determiné con base
a las técnicas descritas por Palmquist y Jenkins (2003), Jenkins (2010) y Cesaro et al.
(2013). Se pesaron 0.5 g de contenido ruminal liofilizado, al que se le agregaron 2 mL de
metoxido de sodio en metanol (0.5 M, Sigma, Cat. 403067). Se agitd en vortex (Mixer,
USA) y se incubd en bafio Maria a 50 °C por 10 min. La muestra se dejo enfriar por 5 min

y se adicionaron 3 mL de acido clorhidrico metandlico (5%, 1.37 M, Sigma, Cat. 33050-U).
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Se agitd en vortex e incubo en bafio Maria a 78 °C por 12 min. Se dej6 enfriar por 7 min y
se afiadieron 3 mL de hexano (J.T.Baker, Cat. 9309-02) y 5 mL de K,COj3 (6%, 0.43 M,
Merck, Cat.409449). La muestra se agitd en vortex y se centrifugd a 2500 x g por 5 min, se
extrajo la fraccién de hexano (sobrenadante) y se vacio en un tubo de polipropileno (16
mL) con 0.5 g de sulfato de sodio (Sigma, Cat. S-6264) y 0.1 g de carbon activado
(J.T.Baker, Cat. E345-07). La muestra se agitd en vortex y se centrifug6é a 1500 x g por 5
min. La fase limpia de hexano se extrajo con microfiltros (17 mm-0.45um, Catalogo:
A2SRI100002, Titan) en un vial para cromatografia (Thermo Scientific, Cat. C4000-2W).

Las muestras se analizaron en un cromatografo de gases (HP 6890, USA) con inyector
automatico (HP 7683, USA) y una charola de muestras con automuestreador, con columna
capilar Supelco SP™ 2560 (USA) de 100 m x 0.25 mm x 0.2 pm (pelicula) a una presién
de 199.94 kPa. Las condiciones del detector fueron: flujo de aire de 330 mL min™, flujo de
hidrégeno de 33 mL min™ a una temperatura de 260 °C. Las condiciones del inyector
(250°C) fueron: helio como gas acarreador con un Make up de 18 mL min™ a una presion
de 199.94 kPa y un tiempo de corrida de 62 min. La rampa de temperatura fue: rampa 1:
velocidad de 1°C min, temperatura de 140°C, tiempo de 2.95 min, rampa 2: velocidad de
3°C min™, temperatura de 210°C, rampa 3: velocidad de 0.7°C min™, temperatura de
235°C. Para la identificacion de los tiempos de retencion de los esteres metilicos se utilizd
el estandar FAME C4 — C24 (Supelco, 18919).

Cuadro 1. Analisis quimico del alimento para engorda de corderos y de
Saccharomyces cerevisiae

Muestra
Componente Alimento” YS1026*
Materia seca, % 97.12 95.64
Humedad, % 2.87 4.36
Proteina total, % 18.66 28.4
FDN, % 36.88 30.18
FDA, % 31.65 17.15
Extracto etéreo, % 5.23 5.18
Cenizas, % 11.72 6.66
CIA®, % 0.32 0.20
Composicion de acidos grasos, % del total de esteres de acidos grasos metilados.
Miristico 0.31 0.2
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Palmitico 18.72 17.32

Palmitoleico 0.37 1.54
Heptadecanoico 0.11 0.08
Estearico 1.85 3.05
Eladico 0.58 0.14
Oleico 30.17 21.48
Linoleico 43.06 50.12
Araquidico 0.75 0.84
Linolénico 3.82 2.13

P Alimento para corderos (Cordero Plus®, Grupo Union, Tepexpan).
* |evadura Saccharomyces cerevisiae (Yea Sacc'%®, Alltech de México).
£Cenizas insolubles en &cido.

Andlisis estadistico

Los datos de las variables de pH, N-NH3, AGV y composicion de acidos grasos de cadena
larga fueron analizadas con el procedimiento PROC MIXED de SAS (2013, Statistical
Analysis System®) versién 9.0 en un disefio cross — over 4 x 4. EI modelo estadistico
incluyd el efecto fijo de los tratamientos y el tiempo. Las medias de tratamientos fueron
separadas con la opcion “PDIFF” de “LSMEANS”.

La variable de biohidrogenacion se analiz6 con un PROC GLM de SAS (2013). Se
realizaron polinomios ortogonales para probar el efecto lineal, cuadratico y cubico con los
tratamientos evaluados y la comparacion de medias se realizé mediante la prueba de Tukey
(Steel et al., 1997).

Resultados

Variables ruminales

La suplementacidn con niveles crecientes de Saccharomyces cerevisiae (Sc) en carneros
alimentados con una dieta alta en concentrado (80%), no evidencid diferencias (P>0.05) en
el pH ruminal, nitrégeno amoniacal (N-NH3) (Figura 1) y concentraciones de AGV
(Cuadro 2).
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de carneros

complementados con niveles crecientes de Saccharomyces cerevisiae®. T1 =dieta

comercial: forraje (80:20), T2 =T1 + 3 g animal™ d* de Saccharomyces cerevisiae
(Yea Sacc'®®, Alltech; Sc), T3 =T1 + 5 g animal™ d* de Scy T4 =T1 + 10 g animal™

d? de Sc.

Cuadro 2. Concentracion de &cidos grasos volatiles (AGV) en liquido ruminal de

corderos complementados con niveles crecientes de Saccharomyces cerevisiae

Tratamientos

Horario T1 T2 T3 T4 EEM P
Total de AGV,
mMol L
0 71.16 61.22 60.93 65.51 6.867  0.753
4 70.27 71.42 68.74 68.68 6.867 0.986
8 70.02 72.97 72.64 74.72 6.867 0.962
12 85.73 77.19 80.27 76.70 6.867  0.803
Acido acético, %
0 67.65 67.73 66.85 67.86 1.833 0.972
4 65.57 66.23 65.49 65.45 1.833  0.985
8 68.14 67.56 66.02 66.82 1.833  0.860
12 66.11 65.97 65.39 66.32 1.833 0.981
Acido propidnico, %
0 13.35 12.78 13.76 13.76 1.143  0.909
4 16.08 15.35 17.12 17.48 1.143  0.675
8 14.99 14.88 16.44 16.37 1.143  0.729
12 17.45 17.11 18.57 18.70 1.143  0.754

Acido butirico, %
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0 15.29 15.68 15.77 14.72 0.896 0.844
4 15.24 15.55 14.48 13.88 0.896 0.679
8 14.05 14.76 14.83 13.91 0.896 0.844
12 13.85 14.33 13.47 12.40 0.896 0.645
Relacién A: P, %
0 5.23 5.40 5.02 4,97 0.419 0.879
4 4.16 4.49 3.92 3.77 0.419 0.728
8 4.65 4.69 4.09 4.13 0.419 0.711
12 3.85 4,01 3.61 3.58 0.419 0.871
Otros®, %
0 3.71 3.82 3.63 3.66 0.332 0.971
4 3.10 2.88 2.91 3.20 0.332 0.879
8 2.82 2.81 2.72 2.91 0.332 0.975
12 2.59 2.59 2.58 2.58 0.332 1.000

* Relacion acético: propidnico.

A Calculado como la sumatoria del &cido isobutirico, isovalérico y valérico.

T1 = 80% de alimento balanceado Engorda Cordero Plus® y 20% de alfalfa achicalada, T2
=T1 + 3 g animal™ d* de Saccharomyces cerevisiae (Yea Sacc'®®, Alltech; Sc), T3 =T1 +
5ganimal™® d* de Scy T4 =T1 + 10 g animal™ d™* de Sc.

Composicion de acidos grasos en liquido ruminal y biohidrogenacién

No se observaron diferencias significativas en la composicion de acidos grasos (Cuadro 3)
de liquido ruminal (LR) de carneros alimentados con niveles crecientes de Sc y una dieta
alta en concentrado (80:20). Las concentraciones de palmitico (PAL) no difirieron (P>0.05)
entre tratamientos en los diferentes horarios de muestreo, mientras que los niveles de
estedrico (EST) no originaron cambios en la tasa de biohidrogenaciéon (BH, Cuadro 4) de

acido oleico (OLE), linoleico (LN) y linolénico (LNN), con respecto al grupo testigo.

Cuadro 3. Composicion de acidos grasos (% del total de esteres de acidos grasos
metilados) en liquido ruminal de carneros complementados con niveles crecientes de
Saccharomyces cerevisiae

Acido graso Tratamientos
Horario® T1 T2 T3 T4 EEM P
Miristico
0 1.18 0.86 1.12 1.10 0.168 0.392
4 1.14 0.93 1.16 1.28 0.168 0.288
8 1.07 1.02 1.23 1.18 0.168 0.658
12 1.25 1.00 1.09 1.18 0.168 0.542
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Palmitico

0 33.27 31.39 32.66 31.02 1.968 0.833
4 33.81 33.42 32.89 34.15 1.968 0.973
8 32.70 34.40 35.06 32.62 1.968 0.762
12 35.26 34.27 31.11 32.82 1.968 0.475
Estearico
0 23.21 28.36 25.66 28.59 2.697 0.608
4 18.13 19.86 19.34 20.16 2.697 0.972
8 21.43 20.25 19.04 21.50 2.697 0.943
12 15.16 17.86 21.37 19.78 2.697 0.567
> C18:1trans10y C18:1 transll
0 8.46 7.97 7.93 8.11 0.555 0.942
4 8.97 8.82 8.72 8.45 0.555 0.956
8 8.92 8.68 8.40 9.10 0.555 0.891
12 8.95 9.23 9.36 8.92 0.555 0.958
Oleico
0 13.17 11.87 11.91 11.67 0.835 0.574
4 15.14 14.02 13.79 13.71 0.835 0.601
8 13.83 13.70 13.36 13.76 0.835 0.980
12 15.70 15.28 14.27 14.71 0.835 0.639
Linoleico
0 6.70 5.92 6.51 6.00 0.694 0.819
4 9.04 8.73 8.53 7.69 0.694 0.559
8 7.72 7.65 7.68 7.77 0.694 0.999
12 10.17 9.53 9.39 9.45 0.694 0.846
Linolénico
0 0.56 0.46 0.56 0.51 0.074 0.725
4 0.73 0.79 0.75 0.60 0.074 0.318
8 0.70 0.65 0.71 0.75 0.074 0.802
12 0.86 0.82 0.83 0.82 0.074 0.973
CLA 9111
0 0.53 0.66 0.70 0.70 0.213 0.926
4 0.58 0.80 0.58 0.71 0.213 0.852
8 0.85 0.60 0.69 0.76 0.213 0.862
12 0.25 0.33 0.36 0.48 0.213 0.905

T1 = 80% de alimento balanceado Engorda Cordero Plus® y 20% de alfalfa achicalada, T2
=T1 + 3 g animal™ d* de Saccharomyces cerevisiae (Yea Sacc'®®, Alltech; Sc), T3 =T1 +
5ganimal™ d* de Scy T4 =T1 + 10 g animal™ d* de Sc.

¥ Horas después de ofrecer la levadura Saccharomyces cerevisiae.

* Error estandar de la media.
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Discusion

Variables ruminales

La inclusién de 3, 5y 10 g animal™ d™* (3.2 x 10° UFC g™) de Saccharomyces cerevisiae en
rumen no modificaron el pH y nitrdgeno amoniacal (N-NH3). Los resultados observados en
esta investigacion contrastan con lo reportado por Vyas et al. (2014) quienes argumentan
que la estabilizacion del pH ruminal es uno de los efectos principales identificados en
Saccharomyces cerevisiae (Sc), por reducir la acumulacién de lactato, mediante la
estimulacion del crecimiento de bacterias utilizadoras de acido lactico (Nisbet y Martin,
1991), en respuesta a la presencia de metabolitos como vitaminas, aminoacidos y acidos
organicos, provenientes de la levadura, lo que resulta en un incremento en la fermentacion
de la dieta y mayor produccién de AGV, como lo reportan Ahmed et al. (2015) al incluir
05 g kg' MS de Sc (8 x 10®° UFC g?) en la dieta de corderos. Sin embargo, las
concentraciones de AGV reportadas en este estudio no mostraron cambios con la
complementacion de Sc, resultados similares a los reportados Li et al. (2016) quienes no
encontraron cambios en las concentraciones de AGV y N-NHs al complementar 14 g d™ de
Sc en vaquillas, pero si observaron una mejora en el pH ruminal, mientras que Malekkhahi
et al. (2016) al utilizar 10 g animal™ d™ de Sc (20 x 10° UFC animal™ d™*) no identificaron
mejoras en estas variables (pH y N-NH3).

La variabilidad entre resultados con la complementacion de Sc, esta relacionada con el tipo
de dieta, huésped y microorganismos ruminales (Chaucheyras-Durand et al., 2008), en este
estudio Sc no mejoro el pH y las concentraciones de AGV; sin embargo, estas variables no
fueron alteradas con la inclusion de una dieta alta en concentrado aporta a los carneros,
debido al efecto que tuvo el nivel de proteina en la dieta (18.66%), caracteristica comun en
engordas comerciales, y que actu6 como un amortiguador al contrarrestar las
concentraciones de acido, en respuesta a un aumento en los acidos absorbidos del rumen y
el amoniaco adicional producido por el catabolismo de los aminoacidos (Tripathi y Karim,
2011). En este sentido, la ausencia de efectos de Sc en el pH ruminal no afectd las
concentraciones de N-NHj;, ya que su mayor absorcion se relaciona con pH altos
(Martineau et al., 2011), aunque cabe indicar que los niveles de pH reportados en este
estudio permanecieron dentro del intervalo normal para dietas altas en concentrado, el cual,

segun Owens et al. (1998) oscila entre 5.5y 6.5.

38



Composicion de acidos grasos en liquido ruminal y biohidrogenacion

La complementacién con Sc (0, 3, 5y 10 g animal™ d™) en carneros, no mostrg efectos
significativos sobre la biohidrogenacion ruminal (BH). Las concentraciones de EST e
isdmeros intermediarios de la BH (3. C18:1 trans10/C18:1 transll y cis-9 trans-11 CLA:
Acido ruménico, AR) permanecieron estables entre tratamientos con un pH ruminal mayor
0 igual a 5.6, 4 horas después de ofrecido el alimento. Este resultado contrasta con lo
esperado al ofrecer una dieta alta en concentrado, la cual incrementaria la fermentacion de
la dieta, la produccion de AGV vy la disminucion del pH, afectando asi, a las poblaciones
bacterianas, especialmente las celuloliticas, en su eficiencia de saturacién de los AGI, como
lo reportan Fuentes et al. (2011) quienes al evaluar el efecto del pH sobre la BH,
relacionaron una mayor concentracién de LN y LNN y una reduccién en la concentracion
de EST a medida que el pH disminuia (<5.6). No obstante, Griinari y Bauman (2006)
sefialan que en dietas altas en concentrado hay una acumulacion de acido trans vaccénico
debido a un exceso de AG libres en rumen, los cuales inhiben la hidrogenacion final a EST
(Véaradyova et al., 2007; Buccioni et al., 2012). En este sentido, Fuentes et al. (2009)
sefialan que una elevada proporcién de OLE, LN y LNN en liquido ruminal inhiben la BH,
pero nuestros resultados demuestran que el porcentaje de BH de LN Y LNN (Cuadro 4)
fueron adecuados y coincidieron con los reportados por Doreau y Ferlay (1994) con
intervalos de 0.7 - 0.95 y 0.85 — 1.0, en contraste a los reportados con dietas altas en
concentrado donde la BH de LNN (0.40 — 0.70) y LN (0.50 - 0.70) se vio disminuida.

Cuadro 4. Biohidrogenacion ruminal de é&cidos grasos de cadena larga (%) en
carneros complementados con niveles crecientes de Saccharomyces cerevisiae

Tratamientos Efectos
Acido graso T1 T2 T3 T4 EEM L c’ c?
Oleico 80.04 79.89 8089 81.03 081 048 091 071
Linoleico 90.27 89.60 90.92 9051 054 065 090 042
Linolénico 88.61 87.89 8865 8884 076 080 072 0.72
Total 66.31 66.32 6755 6442 157 068 052 061

EEM: Error estandar de la media, L: Efecto lineal; C*: Efecto cuadratico; C*: Efecto cubico
T1 = 80% de alimento balanceado Engorda Cordero Plus® y 20% de alfalfa acicalada, T2
=T1 + 3 g animal™ d™ de Saccharomyces cerevisiae (Yea Sacc'%®, Alltech; Sc), T3 =T1 +
5 ganimal™® d™* de Scy T4 =T1 + 10 g animal™ d™* de Sc.
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Tianzhang et al. (2016) mencionan que los cambios en la BH estan en funcion del tipo de
acidos grasos en la dieta y que la conversion de LNN y LN a EST por la flora microbiana
puede ser inhibida por alta cantidad de AGI en el alimento, principalmente dietas con altos
niveles de grano (Doreau et al., 2016). Sin embargo, este efecto no se observo en el
presente estudio, a pesar de haber ofrecido una dieta con 80% de concentrado, en donde el
48% de su perfil graso se conformaba de LN y que ademas fue complementada con Sc,
cuya concentracion de LN correspondia al 50% del perfil graso. Con base a lo anterior,
Ratledge y Evans (1989) consideran que la cantidad de lipidos en Sc (5%) no es sustancial
para generar cambios en las concentraciones de &cidos grasos e intermediarios especificos
de la BH ruminal (Bayat et al., 2015), ya que para este estudio la maxima cantidad de LN
aportado por cada 10 g de Sc fue de 0.248 g, desafortunadamente no hay estudios que
evallen el efecto de Sc sobre la biohidrogenacién ruminal, aunque autores como Li et al.
(2016) al complementar 14 g d™ de Sc han documentado cambios en el pH ruminal, uno de

los principales factores que afectan la biohidrogenacion.

Conclusiones
Con base a los resultados obtenidos en este estudio y bajo las condiciones antes
establecidas, se concluye que la complementacion con niveles crecientes de Saccharomyces
cerevisiae en carneros no cambia el proceso de biohidrogenacién ruminal cuando se

aportan dietas altas en concentrado.
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CAPITULDO II1. Saccharomyces cerevisiae ADICIONADO A LA DIETA AFECTA
LA EXPRESION DE LA PROTEINA ESTEAROIL-COA DESATURASA EN
CORDEROS

Gloria T.AL.,* Hernandez S. D*., Herndndez M. O*., Crosby G. M. M'., Meraz R. E2., Mata
E. M. A%,

Resumen
El sistema de alimentacion implica cambios en los niveles de expresion del mRNA de
genes relacionados con el metabolismo de acidos grasos. Un incremento en la expresion de
la proteina estearoil-CoA desaturasa (SCD) podria mejorar la acumulacién de &cidos grasos
monoinsaturados y acido ruménico (Cis:2 ciso, trans11) €N la carne de corderos. Por lo anterior,
el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de incluir Saccharomyces cerevisiae
(Sc) en la dieta de corderos sobre la expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa en el
musculo Longissimus dorsi. Con este fin, 32 corderos machos (25.82+1.95 kg) de la raza
Hampshire, fueron distribuidos en los siguientes tratamientos; T1: Dieta concentrada
(20:80, forraje: concentrado), T2: T1 + 3 g animal™ d™ de Sc, T3: T1 + 5 g animal™ d* Sc
y T4: T1 + 10 g animal™ d™* Sc. La inclusién de niveles crecientes de Sc redujo el consumo
de materia seca (P=0.001), la ganancia diaria de peso (P= 0.015) y la conversion
alimenticia (P=0.011). Los niveles de expresion de la enzima SCD fueron afectados por Sc
generando una correlacion positiva (r = 69.74; P=0.054) y una correlacion negativa (r = -
0.75, P= 0.0317) entre la densidad de expresion de SCD y las concentraciones de Cigy Y
Cis:2, respectivamente. Asi mismo, Sc disminuy6 las concentraciones de Cis1 (P=0.08) e
incremento la sumatoria de isOmeros Cig:1 transio Y Cis:1 transio (P=0.04), a-Cig:3 (P=0.03) y
Ca0.4 05 (P=0.03), siendo el T3 (5 g animal™ d* de Saccharomyces cerevisiae) donde se
muestra la mejor concentracion de &cidos grasos insaturados en carne, sin incrementar
drasticamente las concentraciones de isomeros Cig:i tans, 10 que mejoré la calidad

nutricional de la grasa intramuscular en la carne de corderos.
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Palabras clave: Estearoil- CoA desaturasa, Saccharomyces cerevisiae, corderos, perfil de

acidos grasos, Longissimus dorsi.

Abstract
The feeding system involves changes in expression of genes related with fatty acid
metabolism. Increments in stearoyl-CoA desaturase (SCD) protein expression could
improve unsaturated fatty acids and rumenic acid (Cis:2 ciso, trans12) COntent in meat of lamb
meat. This study examined the effects of Saccharomyces cerevisiae on animal performance
and carcass parameters, fatty acid composition and SCD protein expression in the
Longissimus dorsi muscle in lambs. Thirty- two male Hampshire breed lambs (25.82+1.95
kg) were distributed in four treatments: T1: basal diet (20:80, forage: concentrate), T2: T1
+3 g of Sc animal™ d*, T3: T1 + 5 g of Sc animal™ d* y T4: T1 + 10 g of Sc animal™ d™.
Sc reduced dry matter intake (P=0.001), daily weight gain (P= 0.015) and feed conversation
(P=0.011). Sc affected SCD protein expression. A positive (r = 69.74; P=0.05) and negative
correlation (r = -0.75, P= 0.0317) were found between SCD protein expression and Cig:
and Cyg.» concentrations, respectively. In the same way, Sc reduced Cy6:1 (P=0.08) and
increased Cig:1 transio y transit (P=0.04), 0-Cigz (P=0.03) y Coous s (P=0.03). The
supplementation with 5 g of Sc animal™® d™ produced the best unsaturated fatty acid
concentrations in meat, without isomers Cig.1 rans increasing drastically, so that improve

nutritional quality of intramuscular fat in lambs.

Keywords: Stearoil- CoA desaturase, Saccharomyces cerevisiae, lambs, fatty acid profile,

Longissimus dorsi.

Introduccion

Los sistemas intensivos en la produccion de corderos, se relacionan con altas tasas de
crecimiento y eficiencia alimenticia, mejoras en la calidad de la canal, rendimiento, mayor
deposicion de grasa intramuscular y color (Priolo et al., 2001); sin embargo, la grasa
depositada se caracteriza por una menor proporcion de acidos grasos polinsaturados omega-
3, &cido ruménico (cis-9 trans-11, CLA) y vaccénico (trans-11 C18:1), lo que contrasta con
las demandas actuales del mercado, que exige productos ricos en é&cidos grasos
polinsaturados y CLA, relacionados con la prevencion de enfermedades cardiovasculares
(Panedo et al., 2013; Sanchez-Villegas y Martinez-Gonzalez, 2013).
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El &cido ruménico es un isomero del acido linoleico conjugado (CLA) presente en la grasa
de rumiantes, que posee propiedades anticancerigenas (Yang et al., 2015). Se considera un
componente funcional y nutracéutico en la carne de rumiantes (Matencio et al., 2017). El
acido rumeénico se origina por la desaturacién enddgena del acido vaccénico, reaccion
catalizada por la estearoil-CoA desaturasa (SCD) (Bessa et al., 2015), la cual cataliza en los
tejidos la desaturacion del enlace cis-A® en 4cidos grasos saturados (Aali et al., 2016), por
lo que es un regulador clave de la deposicién de grasa y composicion de acidos grasos en

musculo.

Dervishi et al. (2011) establecen que los cambios en el perfil de &cidos grasos derivados del
sistema de alimentacion, implican cambios en los niveles de expresion del mMRNA de genes
relacionados con el metabolismo de acidos grasos. Un incremento en la expresion de la
enzima A°-desaturasa podria mejorar la acumulacién de acidos grasos monoinsaturados y
CLA en la carne de corderos (Vasta et al., 2009). En este sentido, el desarrollo de
estrategias nutricionales que disminuyan los niveles de 4&cidos grasos saturados en
alimentos derivados de rumiantes, es un objetivo primordial; sin embargo, este proceso es
afectado por la actividad microbiana ruminal mediante la biohidrogenacion de acidos
grasos poliinsaturados de la dieta produciendo isébmeros de CLA y vaccénico, cuyas
concentraciones en tejido se ven disminuidas cuando se reducen las poblaciones de

bacterias celuloliticas en rumen, al utilizar dietas ricas en almidon (Oliveira et al., 2016).

Ante este panorama, Saccharomyces cerevisiae toma importancia por su contribucién en
los procesos de fermentacion ruminal, al incrementar las poblaciones de bacterias
celuloliticas (Gaggia et al., 2010), responsables de la biohidrogenacién y la produccion de
acido vaccenico, principal sustrato de la enzima SCD (Oliveira et al., 2016). El objetivo de
este estudio fue evaluar el comportamiento productivo, caracteristicas de la canal y la
expresion de la proteina SCD en el musculo Longissimus dorsi de corderos
complementados con Saccharomyces cerevisiae bajo un sistema de produccion intensivo y

su relacién con el perfil de acidos grasos en la carne.
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Materiales y métodos
Localizacion, animales y tratamientos
El estudio se realizd en las instalaciones de la unidad metabolica del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en Texcoco, Estado de Meéxico. El
experimento tuvo una duracion de 73 dias de los cuales 15 dias correspondieron al periodo
de adaptacion. El protocolo experimental relacionado con el manejo de los animales fue

aprobado por el Comité de Etica del Posgrado en Ganaderia de esta Institucion.

Un total de 32 corderos machos de la raza Hampshire con un peso vivo de 25.82+1.95 kg
fueron desparasitados (Closantil® 5%: 1 mL 5 kg™ PV e Ivomec® 1%: 1 mL 50 kg™ PV),
vitaminados (Vigantol® ADE: 2 mL cordero™), vacunados (Bobact® 8: 2.5 mL animal™) y
distribuidos en un disefio completamente al azar en cuatro tratamientos (T) T1: 80% de
alimento balanceado Engorda Cordero Plus® y 20% de alfalfa achicalada, T2: T1 + 3 g
animal™ d™* de Sc, T3: T1 + 5 g animal™ d*! Sc y T4: T1 + 10 g animal™ d™* Sc, con ocho
animales por tratamiento. Los animales se alojaron en jaulas metabdlicas individuales
acondicionadas con comedero y bebedero, y el alimento se ofrecid a razon del 5% del peso

vivo aportado en dos porciones al dia (9:00 y 18:00 h), y el agua se ofreci6 ad libitum.

Variables de comportamiento, digestibilidad y muestreo de la canal

Se evalu6 el consumo de materia seca por dia (g d™) mediante el pesaje del alimento
ofrecido menos el rechazado. La ganancia diaria de peso se obtuvo pesando los animales al
inicio del experimento y posteriormente cada 15 dias antes de ofrecer el alimento. La
conversion alimenticia se calculd como la relacion entre la cantidad de alimento consumido
y la ganancia de peso vivo.

La digestibilidad aparente de los nutrientes se determiné por el método de cenizas
insolubles en &cido (Geerken et al., 1987), mediante la colecta total de heces durante tres
dias. Se obtuvieron muestras compuestas por unidad experimental.

Se midié el espesor de grasa dorsal y el area de musculo Longissimus dorsi a la altura de la
12% y 13% costilla (al inicio y al dia 55 del experimento). Se utiliz6 un equipo de
ultrasonografia Sonovet 600 (Universal Medical System, USA) con un transductor de 7.5
Mhz. Al dia 57 se obtuvo liquido ruminal por sonda esofagica para medir el pH,

concentracion de AGV y nitrégeno amoniacal (N-NHs). Al final del estudio (dia 58) cinco
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animales por tratamiento fueron sacrificados, e inmediatamente se extrajo el musculo
Longissimus dorsi derecho y se dividio en dos porciones: una fue usada para determinar la
composicién de acidos grasos y la otra porcion se uso para el analisis de la expresion de la
proteina A%-desaturasa. Las muestras de la primera porcion se transportaron al laboratorio
en hielo seco y se conservaron a -20°C hasta su analisis. Las muestras de tejido de la
segunda porcién fueron vertidas en nitrégeno liquido por 90 s, se envolvieron
individualmente en papel aluminio y fueron almacenadas en hielo seco para su traslado al
laboratorio, donde fueron almacenadas a -80 °C en un ultracongelador 88000
(Thermoscientific, USA).

Andlisis quimicos

Bromatoldgico

Muestras representativas del alimento ofrecido a los corderos y heces recolectadas, fueron
deshidratadas en una estufa de aire forzado a 50°C y procesadas en un molino Wiley (USA)
con criba de 1 mm. Para el perfil bromatolégico de la carne, 50 g de tejido muscular fueron
liofilizados en viales de 120 mL, previamente pesados. En las muestras de alimento,
Saccharomyces cerevisiae (Sc), heces y tejido muscular se determind el contenido de
materia seca (MS), proteina total (PT) y cenizas (AOAC, 2005), fibra detergente neutro
(FDN) y éacido (FDA) utilizando los protocolos de ANKOM Technology (2006), excepto
para el tejido muscular. La determinacion de extracto etéreo en muestras del alimento, Sc y
tejido muscular, se realiz6 segun la metodologia descrita por Nielsen (2010). El perfil

bromatoldgico realizado en las diferentes muestras se presenta en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Analisis quimico del alimento para engorda de corderos y de
Saccharomyces cerevisiae

Muestra
Componente Alimento” YS1026*
Materia seca, % 97.57 95.64
Humedad, % 2.43 4.36
Proteina, % 15.93 28.4
FDN, % 29.05 30.18
FDA, % 14.90 17.15
Extracto etéreo, % 1.77 5.18
Cenizas, % 9.55 6.66
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CIA®, % 0.03 0.20
Perfil de acidos grasos, % del total de esteres de acidos grasos metilados

Miristico 0.72 0.2

Palmitico 27.27 17.32
Palmitoleico - 1.54
Heptadecanoico 0.90 0.08
Estearico 3.59 3.05
Eladico 1.75 0.14
Oleico 36.38 21.48
Linoleico 23.68 50.12
Araquidico 0.76 0.84
Linolénico 2.93 2.13

P Alimento para corderos (Cordero Plus®, Grupo Unién, Tepexpan).
* Levadura Saccharomyces cerevisiae.
£Cenizas insolubles en &cido.

Perfil de &cidos grasos

El perfil de &cidos grasos en alimento, Saccharomyces cerevisiae y tejido muscular se
determind con base a las técnicas descritas por Palmquist y Jenkins (2003), Jenkins (2010)
y Cesaro et al. (2013). Se pes6 0.5 g de muestra, se agregaron 2 mL de metdxido de sodio
en metanol (0.5 M, Cat. 403067, Sigma) y se agité en vortex (Mixer, USA) y se incubé en
bafio Maria a 50°C por 10 min. La muestra se dejé enfriar por 5 min y se afiadieron 3 mL
de &cido clorhidrico metandlico (5%, 1.37 M, Sigma, Cat. 33050-U), se agitd en vortex e
incubé en bafio Maria a 78 °C por 12 min. Se dej6 enfriar por 7 min y se afiadieron 3 mL de
hexano (J.T.Baker, Cat. 9309-02) y 5 mL de K,CO3 (6%, 0.43 M, Merck, Cat. 409449). La
muestra se agitd en vortex y se centrifugd a 2500 x g por 5 min, se extrajo la fraccion de
hexano (sobrenadante) y se vacio en un tubo de polipropileno (16 mL) agregando 0.5 g de
sulfato de sodio (Sigma, Cat. S-6264) y 0.1 g de carbon activado (J.T.Baker, Cat. E345-07).
La muestra se agitd en vortex y se centrifugé a 1500 x g por 5 min. La fase limpia de
hexano se extrajo y se paso a través de microfiltros (17 mm-0.45um, Titan, Cat. 44513-N) a

un vial para cromatografia (Thermo Scientific, Cat. C4000-2W).

Las muestras se analizaron en un cromatografo de gases (HP 6890, USA) provisto con
inyector automatico (HP 7683, USA) y charola de muestras con automuestreador. Se utilizé

una columna capilar Supelco SP™ 2560 (USA) de 100 m x 0.25 mm x 0.2 pm a una
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presion de 199.94 kPa. Las condiciones del detector fueron: flujo de aire de 330 mL min™,
flujo de hidrégeno de 33 mL min™ a una temperatura de 260 °C, las condiciones del
inyector (250°C) fueron: helio como gas acarreador con un Make up de 18 mL min™a una
presion de 199.94 kPa y un tiempo de corrida de 62 min. La rampa de temperatura fue:
rampa 1: velocidad de 1°C min™, temperatura de 140°C, tiempo de 2.95 min, rampa 2:
velocidad de 3°C min™, temperatura de 210°C, rampa 3: velocidad de 0.7°C min™,
temperatura de 235°C. Para la identificacion de los tiempos de retencion de los esteres
metilicos se utilizo el estandar C4 — C24 (Supelco, 18919).

Expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa (SCD)

Aislamiento de microsomas

Los microsomas se aislaron por centrifugacién diferenciada (Vasta et al., 2009), a partir de
5 g de tejido del masculo Longissimus dorsi previamente conservado a — 80 °C. El tejido
fue homogenizado en 25 mL de buffer de extraccion Tris-sacarosa (Tris-HCI 10 mM,
sacarosa 250 mM, pH 7.4) y centrifugado a 13,500 g durante 10 min. El sobrenadante que
contenia las fracciones citosélicas y microsomales fue colectado, y su volumen se medi6
para adicionar la cantidad de CaCl, (J.T. Baker, Cat. F45337) necesaria para una
concentracion final de 8 mM. EIl pellet microsomal fue obtenido por centrifugacion a
17,500 g por 1 h. Se descartd el sobrenadante y el pellet resultante se resuspendié en un
buffer que contenia KCI (150 mM, Merck, Cat. 409449) y Tris-HCI (10 mM, pH 7.4,
Promega, Cat. H5131). La solucion resuspendida se transfirié a un tubo Eppendorf nuevo
de 1.5 mL. La concentracion de proteina microsomal se midié en un BioPhotometer
(Eppendorf, USA), utilizando albumina sérica de bovino como estdndar para determinar la
curva de calibracién (concentraciones: 0; buffer de resuspension, 1.5, 3y 4.5 mg mL™). Las
muestras se midieron en una dilucion 1:20, utilizando celdas desechables y un volumen de
1 mL. Se registrd el valor de absorcion A,gy corregido por el factor de turbidez Aszy. Las

concentraciones de proteina microsomal se reportaron en pg uL™.

Limpieza de las proteinas microsomales
A 50 pg de muestra se adicionaron 200 ul de acido tricloroacético (ATA, 15%, J.T. Baker,

Cat. 0414-01). Se incubd a 4 °C por 1 h y se centrifug6 a 13,000 g por 15 min. Se descarto
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el sobrenadante y se lavd el precipitado dos veces con 1 mL de acetona y entre cada lavado,
se centrifug6 a 13,000 g por 5 min. Se descart6 el sobrenadante y finalmente se realizd otro
lavado con 1 mL de solucién acetona: agua (9:1), se centrifugd a 13,000 g durante 5 min, se
desechd el sobrenadante y se dejo secar durante 1 hora en campana de flujo con la tapa del

tubo abierta. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

SDS-PAGE
A las muestras de proteina microsomal previamente tratadas con ATA-acetona, se les

adicionaron 25 pl de buffer reductor 1X [B-mercaptoetanol (Sigma, Cat. M6250) al 4.54%
del buffer no reductor (Buffer no reductor 2X: amortiguador del gel superior, Tris-HCI
0.25M pH 6.8, 59.5 mM; SDS, 10%, azul de bromofenol (Sigma, Cat. B8026), glicerol y
agua)]. Se incubaron en agua a 95°C durante 5 min y posteriormente se colocaron en hielo
para provocar choque térmico. De esta manera, 3 uL buffer reductor mas proteina
microsomal fueron separads en un gel de stacking [gel inferior 10%: 20.25 mL de agua
desionizada; 12.5 mL de amortiguador separador, Tris-HCI 1.5M; 500 ul de SDS al 10%;
16.75 mL de acrilamida (Promega, Cat. V3115)/bisacrilamida (Promega, Cat. V3141)
(29.2:0.8); 175 pl de APS y 425 ul de Temed; gel superior 4%: 12 mL de agua
desionizada; 5.04 mL de amortiguador separador; 264 pl de SDS al 10%; 2.64 mL de
acrilamida/bisacrilamida (29.2:0.8); 167 pl de APS y 23 ul de Temed] y se corrieron a 70 V
durante 10 min, para que la muestra entrara y después a 150 V durante 50 min, con un
buffer de corrida TBE 1X (Tris base, 0.09 M; acido borico, 0.09 M; EDTA, 2 mM; SDS,
0.1%; pH 8.0-8.3). Se utiliz6 como referencia de peso el marcador HyperPage Prestained
Protein Marker (1.2 uL, Bioline, Cat. 33060). Al término de la corrida, el gel se fijé con
200 mL de solucion de etanol al 10% Yy acido acético al 0.5%, por 5 min. Se desecho la
solucion y se enjuagd dos veces con agua destilada, después se tifio con 250 mL de
solucion de nitrato de plata al 0.1% (Sigma, Cat. 209139) por 8 min. Se recuper6 la
solucién y el gel se enjuago con agua destilada; el bandeo se revelé con una solucién de
NaOH (3%) y formaldehido (0.5%) hasta que las bandas fueran visibles, se desecho la
solucion y se enjuago el gel tres veces con agua destilada, finalmente se le agregaron 200 pl
de solucion EDTA (3%, J.T. Baker, Cat. 4040-04).
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Cuantificacidn de la expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa (SCD)

Una vez revelado el gel, este se fotodocumento en un equipo MagorScience, y la expresion
de la proteina SCD se determind por densidad, mediante el programa SmartView Pro 1100

Imager System.

Analisis experimental

Las variables de estudio se analizaron mediante un PROC GLM de SAS (2013) utilizando
como covariable el peso vivo inicial para el consumo de materia seca (CMS), ganancia
diaria de peso (GDP) y conversion alimenticia (CA); asi mismo, para las variables espesor
de grasa dorsal (EG) y area del musculo Longissimus dorsi (AML) se utilizO como
covariable EG y AML inicial. La comparacion de medias se realizé mediante la prueba de
Tukey (Steel et al, 1997). EIl perfil de acidos grasos de cadena larga en carne se evaluo
mediante polinomios ortogonales y se determind el coeficiente de correlacion entre la
densidad de expresion de la enzima estearoil-CoA desaturasa y el perfil de acidos grasos de
la carne mediante el procedimiento CORR de SAS (2013).

Resultados
Comportamiento animal y digestibilidad aparente

La inclusién de niveles crecientes de Saccharomyces cerevisiae (Sc) en la dieta de corderos
engordados en condiciones intensivas mejord (P=0.011) la conversion alimenticia (Cuadro
2); sin embargo, la dosis mas alta de Sc (10 g animal™ d*) disminuyé el consumo de
materia seca (CMS, P=0.001) y la ganancia diaria de peso (GDP, P=0.015). El peso final de
los corderos y la digestibilidad aparente de los nutrientes no fueron afectados (P>0.05) con

la complementacion de la levadura.
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Cuadro 2. Variables de comportamiento animal y digestibilidad aparente de corderos
complementados con niveles crecientes de Saccharomyces cerevisiae*

Variable T1 T2 T3 T4 EEM P
Comportamiento animal

Peso inicial, kg 25.76 26.15 25.85 25.52 0.344 0.941
Peso final, kg 43.13 4412 43.68 43.44 0.380 0.848
CMS, kg d* 1.75% 1.72° 1.71 1.47° 0.030 0.001
GDP,gd* 325.65" 336.26°  340.25*  292.16" 5.962 0.015

CA, kgMSkgPV!  7.66 5.73 5.60" 5.53" 0.278 0.011
Digestibilidad aparente, %

MS 81.42 81.48 81.23 79.25 0.845 0.7732
MO 78.95 79.02 78.73 76.48 0.958 0.7732
FDN 68.57 66.52 67.02 62.86 1.414 0.5569
FDA 67.25 63.8 64.15 60.06 1.642 0.5145
NT 78.90 80.20 80.04 77.76 0.965 0.8128

* Yea Sacc'™ Alltech.

T1: Dieta experimental, T2: T1 + 3 g animal™ d™ de Sc, T3: T1 + 5 g animal™ d* de Sc,
T4:T1+ 10 g animal™d™ de Sc.

CMS: Consumo de materia seca; GDP: Ganancia diaria de peso; CA: Conversién
alimenticia; EEM: Error estdndar de la media. MS: Materia seca; MO: Materia organica;
FDN: Fibra en detergente neutro; FDA: Fibra en detergente acido y NT: Nitrdgeno total.

a, b y c: medias con diferente literal en la misma fila indican diferencia estadistica.

Evaluacion y caracteristicas fisico-quimicas de la canal

El area del muasculo Longissimus dorsi y el espesor de grasa dorsal de los corderos no
presentaron cambios (P>0.05) entre los tratamientos evaluados (Cuadro 3). La
complementacion con Sc tampoco afectd (P>0.05) el peso y rendimiento de la canal
caliente y pH, de igual manera, el perfil bromatoldgico de la carne y sus caracteristicas

fisico-quimicas no se modificaron (P>0.05, Cuadro 3) con la inclusién de Sc.

Cuadro 3. Evaluacién y caracteristicas fisico- quimicas de la canal de corderos
complementados con niveles crecientes de Saccharomyces cerevisiae*

Variable T1 T2 T3 T4 EEM P

AML, mm* 1203 1206 1197.38 1117.38 17.870 0.1026
EG, mm 3.88 4.13 4.00 3.88 0.071 0.5636
PCC, kg 23.24 23.16 22.44 23.26 0.295 0.7544
RCC, % 53.86 52.56 51.42 53.56 0.648 0.5743
pH 6.30 6.18 6.07 6.33 0.098 0.8121
Humedad (%) 73.45 73.54 73.20 73.63 0.344 0.9788
Proteina (%) 19.83 20.25 20.28 19.95 0.248 0.9117
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EE (%) 4.30 3.73 3.60 3.97 0.199 0.6564

Cenizas (%) 1.18 1.29 1.27 1.22 0.035 0.6882
CRA 0.32 0.29 0.29 0.29 0.011 0.7003
L 32.82 31.84 31.97 33.03 0.557 0.8578
A 16.99 16.67 16.35 17.05 0.299 0.8541
b 2.96 3.86 2.76 2.95 0.206 0.2379

* Yea Sacc™°, Alltech.

T1: Dieta experimental, T2: T1 + 3 g animal™ d* de Sc, T3: T1 + 5 g animal™ d™ de Sc,
T4: T1+ 10 g animal™d™ de Sc.

AML: Area del muasculo Longissimus dorsi; EG: Espesor de grasa; PCC: Peso canal
caliente; RCC: Rendimiento en canal caliente; EE: Extracto etéreo; CRA: Capacidad de
retencion de agua.

EEM: Error estandar de la media.

Expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa (SCD) y perfil de acidos grasos en
carne

La inclusién de 5y 10 g animal™ d™* de Saccharomyces cerevisiae (Sc) disminuyé de forma
lineal (P=0.03) las concentraciones del &cido oleico (P= 0.08) y palmitoleico (P=0.08) en el
musculo Longissimus dorsi (Cuadro 4). Las concentraciones del acido linoleico (P=0.02) y
gran parte de los isomeros Cig.; trans 10 y trans 11 (P=0.04) se incrementaron linealmente
con el uso de la levadura, mientras que las concentraciones de linolénico (P=0.03) y
araquiddnico se incrementaron de forma cuadratica para T2 y T3, sin observarse cambios
(P>0.05)en T1y T4.

Cuadro 4. Perfil de acidos grasos (% del total de esteres de acidos grasos metilados)
de la carne de corderos complementados con niveles crecientes de Saccharomyces
cerevisiae

Tratamientos Efecto

Acido graso T1 T2 T3 T4 EEM L Q C

C12:0 009 010 0211 0210 0.01 043 049 0.74
C14:0 258 241 263 244 010 084 096 042
C14:1 Q5 011 014 008 0.08 002 036 062 034
C15:0 031 037 038 032 002 075 011 0.83
C16:0 26.17 2456 2581 2582 034 095 025 0.20
C16:1 Q7 249 230 231 202 009 0.08 075 051
C17:0 1.14 118 1.27 1.07 0.05 074 023 044
17:1, cis10 093 09 09 072 004 010 0.12 057
C18:0 13.44 1332 13.15 1382 035 0.77 060 0.79
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C18:1iso trans 458 506 498 695 038 0.04 029 040

C18:1 Q9 4182 4190 4044 3834 061 003 034 0.86
C18:2 Q6 471 531 575 627 024 002 093 091
C20:0 005 012 005 007 002 095 049 0.16
C20:5 Q3 012 014 010 011 001 040 092 028
C18:3 Q3 034 043 046 040 002 014 003 085
18:2c9 111 03 049 035 041 004 090 065 022
20:4 Q6 077 123 117 087 008 0.76 003 0.72

* Yea Sacc' ™ Alltech.

T1: Dieta experimental, T2: T1 + 3 g animal™ d™ de Sc, T3: T1 + 5 g animal™ d* de Sc,
T4: T1 + 10 g animal™ d* de Sc. L: Efecto lineal; C* Efecto cuadratico; C*: Efecto
cubico; EEM: Error Estandar de la Media

La inclusién de 5y 10 g animal™ d™ de Sc en la dieta de corderos disminuyd la expresion
de la proteina estearoil-CoA desaturasa en el musculo Longissimus dorsi (Cuadro 5). El
cambio en la expresion de la proteina SCD, se correlaciond con la disminucion en la
concentracion del acido oleico (Cig1) (r = 0.70, P=0.70) y con el incremento en la
concentracion del acido linoleico (Cig:2) (r = -0.75, P=0.03).

Cuadro 5. Expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa en masculo Longissimus
dorsi de corderos complementados con niveles crecientes de Saccharomyces
cerevisiae*

Tratamientos

kDa M T3 T3 T4 Proteina
190

125

80

50

‘"’ $SCD (37 kDa)
25

20

15
Densidad media 4911 5087 2578.5 2909.5

* Yea Sacc® Alltech.
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T1: Dieta experimental, T2: T1 + 3 g animal™ d™* de Sc, T3: T1 + 5 g animal™ d™* de Sc,
T4: T1 + 10 g animal™ d™* de Sc.

M: Marcador para proteinas HyperPAGE Prestained Protein Marker (10 kDa a 190 kDa);
SCD: Estearoil-CoA desaturasa; kDa: Peso molecular en kiloDaltons

Discusion

Comportamiento animal y digestibilidad aparente

A pesar de que en la literatura esta documentado el incremento en el consumo de materia
seca (CMS) causado por Sc al estimular la fermentacion ruminal (Desnoyers et al., 2009;
Brewer et al., 2014; Hernandez-Garcia et al., 2015), en el presente estudio la
complementacién con 10 g animal™ d™ de Sc disminuyé el CMS en corderos alimentados
con una dieta concentrada. Este efecto podria relacionarse con la capacidad de Sc de
incrementar la flora microbiana y optimizar el aprovechamiento de los componentes de la
dieta (Elghandour et al., 2014), reflejandose en una mejora de la conversion alimenticia,
como ocurrio en el presente estudio, al incluir niveles crecientes de la levadura. Por otro
lado, Fonty y Chaucheyras-Durand (2006) han documentado el aumento de bacterias
fibroliticas ruminales con el uso de Sc, las cuales incrementan la degradabilidad de la MS al
utilizar las paredes celulares (Lascano et al., 2009); sin embargo, el alto nivel de
concentrado y el bajo contenido de FDN (29.05%) de la dieta en el presente estudio impidio
observar respuesta positiva en esta variable al complementar con Sc. Mousa et al. (2012)
destacaron la importancia de la proporcion forraje: concentrado en la dieta de rumiantes,
observando mayor digestibilidad de la MS, proteina y fibra cuando se incluyen 5y 7.5 g
animal™ d™ de Sc y 40% de forraje en la dieta de corderos; no obstante, el nivel de forraje
ofrecido a los corderos del presente estudio fue de 20%, y es congruente con lo reportado
por Issakowicz et al. (2013) quienes no observaron cambios en la digestibilidad de los
nutrientes al adicionar 5 g animal™ d™* de Sc en una dieta concentrada (80%; 29.4% FDN)

para corderos.

La reduccién (P<0.05) en la ganancia diaria de peso (GDP) y el peso inicial de los corderos
complementados con 10 g animal™ d™* de Sc no repercuti6 en el peso final de los animales,
el cual no fue influenciado por el peso inicial. La respuesta en la GDP con la inclusion de
Sc se explica por el bajo CMS observado en este estudio, el cual estuvo en funcion del

contenido de proteina en la dieta (15.9%) y la inclusion de Sc (Kawas et al., 2007). Esta
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documentado que la adicion de Sc en dietas con niveles de proteina inferiores a 12.5%, se
relaciona con incrementos en la degradacion del alimento y las variables de
comportamiento animal, por efecto de la levadura (Castillo et al., 2006); entre éstas, la
ganancia diaria de peso (Kawas et al., 2007), la cual depende del incremento en el CMS y
conversion alimenticia, derivado de mejoras en los coeficientes de digestibilidad de la
materia organica (MO), nitrogeno (N) y FDN. Estas variables, en el presente estudio fueron
similares entre tratamientos (P>0.05), y contrastan con lo reportado por Haddad y
Goussous (2005) quienes los relacionan positivamente con un incremento en la GDP de

corderos, al complementar 3 g animal™ d™ de Sc.

La similitud del peso final entre los tratamientos evaluados observada en este estudio
podria estar relacionada con el nivel de concentrado ofrecido a los corderos. Se ha
reportado un incremento significativo en la masa muscular de animales alimentados con
altos niveles de concentrado, principalmente por el alto nivel de energia consumida en la
dieta (Issakowicz et al., 2013), aunado a un posible mayor flujo de proteina microbiana con
la inclusién de la levadura, la cual solo es benéfica en situaciones donde la proteina es
deficiente en la dieta (Zicarelli et al., 2016); sin embargo, la respuesta en el crecimiento
animal depende de factores como el tipo y la cantidad de levadura utilizada, el valor
nutritivo del alimento, la relacion forraje: concentrado, el contenido de proteina en la dieta
(Dominguez-Vara et al. 2009), la especie y edad del animal, estado fisioldgico y estrategia

de nutricion (Mousa et al., 2012).

Rendimiento y caracteristicas fisico-quimicas de la canal

Esta documentado que el peso final de los corderos explica en buena medida los cambios
en el espesor de grasa dorsal (EG), area del musculo Longissimus dorsi (AML) y
rendimiento de la canal caliente (RCC) (Hernandez-Garcia et al., 2015); en este sentido, la
similitud observada entre el peso final de los corderos (P>0.05) en los tratamientos
evaluados en esta investigacion, explica la ausencia de cambios en dichas variables al
depender directamente del peso al que se sacrifican los animales. Congruente con estos
resultados, Bueno et al. (2000) afirman que la deposicion de grasa es afectada de manera
lineal y positiva por la edad del animal, lo que también podria explicar la naturaleza de los

resultados encontrados en el presente estudio, ya que los animales fueron sacrificados a una

58



edad apropiada (130 d), en la que la grasa se distribuye eficientemente y provee una
cobertura homogeénea, sin llegar a ser excesiva, como ocurrié en la investigacion realizada
por Issakowicz et al. (2013) al aportar 5 g animal™ d™* de Sc en la dieta de corderos
alimentados con 80% de concentrado.

Por otro lado, Rufino et al. (2013) relacionaron un mayor contenido de proteina en carne
cuando el espesor de grasa subcutanea es menor; sin embargo, los resultados de este estudio
indicaron un contenido similar (P>0.05) de proteina y grasa en la carne de los corderos con
los tratamientos evaluados (Cuadro 3). No obstante, los valores de proteina total, humedad,
extracto etéreo y cenizas determinados en este estudio, se ubican dentro de los valores
promedio reportados para carne de cordero, los cuales son de 75% de humedad, 19% de
proteina total, 4% de grasa y 1% de materia mineral (Prata, 1999). Swyers et al. (2014)
afirman que la inclusién de Sc incrementa la concentracion de propionato en dietas
concentradas, y se relaciona con incrementos en la deposicion de grasa intramuscular,
optimizacién del marmoleo y la calidad de la canal, y mejora las propiedades sensoriales de
la carne (Campo et al., 2003); pero en este estudio, la inclusion de Sc no afectd el

porcentaje de grasa intramuscular.

El Cuadro 3 presenta los componentes de color de la carne (L, a y b) y la capacidad de
retencion del agua (CRA), los cuales no fueron afectados por la inclusion de niveles
crecientes de Sc en la dieta. Se ha reportado que la complementacion con este aditivo
incrementa la CRA, derivado de un aumento en el nimero de moléculas de agua enlazadas
a las proteinas musculares, en respuesta a un mayor porcentaje de proteina total en la carne
(Hascik et al., 2009). Esta variable, incrementa el diametro de las fibras musculares por una
estructura miofibrilar mas abierta y con menor capacidad de reflejar la luz en la superficie
de la carne (Colmenarez et al., 2014). Estas caracteristicas, ofrecen un color méas obscuro
derivado de un incremento en el valor del componente a (color rojo) (Milewski y Zaleska,
2011), lo cual explica que los valores del componente a en este estudio fueran similares
entre tratamientos (Cuadro 3), ya que Sc no modifico los porcentajes de proteina total en la

carne, descartando cualquier efecto sobre la CRA y el color.
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Expresion de la proteina esteroil-CoA desaturasa (SCD) y perfil de &cidos grasos en
carne

La expresion de la enzima estearoil-CoA desaturasa (SCD) fue menor (P<0.05) en el
musculo Longissimus dorsi de corderos complementados con 5 y 10 g animal™ d* de
Saccharomyces cerevisiae (Sc). Este comportamiento, se relacioné con una menor
concentracion de acido oleico (Cig1), y palmitoleico (Ci61) (Cuadro 4), los cuales son
sintetizados por la desaturacion del acido palmitico (Ci6.0) Y estearico (Cig.o) via la enzima
SCD (Dervishi et al., 2011); no obstante, a estos cambios la concentraciéon de Cig.0 Y Ciso

fueron similares entre tratamientos.

En rumiantes, la incorporacion de los acidos grasos en el tejido muscular precedentes de la
dieta es afectada por la biohidrogenacion microbiana del rumen (Vasta et al., 2009).
DeVries y Chevaux (2014) sefialan que la complementacion de Sc en la dieta de rumiantes
crea condiciones favorables para bacterias celuloliticas, que responsables de isomerizar y
biohidrogenar los acidos grasos insaturados de la dieta, los cuales implican cambios en los
niveles de expresion de la proteina SCD (Vasta et al., 2009). En este sentido, se ha
demostrado el efecto inhibitorio de los &cidos grasos polinsaturados en la actividad de la
enzima SCD (Urrutia et al., 2015), incrementando las concentraciones de o-Cigs €
isdbmeros Cig:1trans €n musculo, efecto similar al observado en el presente estudio, en donde
las proporciones de a-Cig3, Y la sumatoria de Cig.1transio Y Cis:1trans1z S€ Incrementaron con
la inclusion de 3, 5y 10 g animal™ d™ de Sc, probablemente por un aumento en la cantidad
de a-Cig:3 que escapo del proceso de biohidrogenacion y se incorpord en el tejido adiposo
intramuscular (Urrutia et al., 2015). No obstante, estos resultados contrastan con la
capacidad de Sc de optimizar la biohidrogenacion ruminal, al estabilizar el pH e
incrementar la actividad microbiana (Chaucheyras- Durand et al., 2008), aunado a que los
niveles de a-Cig3 aportados por la dieta y por la levadura apenas alcanzaban el 2.93 y

2.13% del perfil graso, respectivamente.

Asi mismo, la inclusién de niveles crecientes de Sc no cambi6 la sintesis y deposicion
enddgena del acido ruménico (Cig: ciso, trans11), COMO lo reportaron Mileswki y Zaleska
(2011) al complementar la dieta con 50 g kg™ MS de Sc, pero si incremento la sumatoria de
Cis:atransi0 Y Cig:1trans11. Bessa et al. (2015) indican que las concentraciones de Cig:» ciso, transit

en musculo se originan de la desaturacion endogena del Cig:1 trans11 Catalizada por la SCD,
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lo que, segun nuestros resultados deberia haberse relacionado con una menor concentracion
de Cis:2 ciso, trans11 al disminuirse la expresion de la enzima SCD con la complementacion de
la levadura; no obstante, las concentraciones de Cig:itransio Y Cis:itranszz €N este estudio se
incrementaron, lo que podria relacionarse con la acumulacién del isomero Cig:1 trans10 Y Una
baja concentracion de Cig.iwransiz pOr efecto del alto nivel de concentrado ofrecido en la
dieta (Bravo-Lamas et al., 2016), lo que comprometeria la calidad nutricional de la carne,
ya que la presencia de este isomero se relaciona con cambios no saludables en los lipidos de
la sangre y problemas cardiovasculares del consumidor (Bauchart et al., 2007). Sin
embargo, estos resultados no son concluyentes ya que no se reportaron las concentraciones
de estos isémeros individualmente, de manera tal que nos permita conocer el

comportamiento de cada uno.

Estos cambios en el perfil de acidos grasos de la grasa intramuscular con el uso de Sc,
permiten modificar la cantidad de &cidos grasos esenciales en la carne; no obstante, es
importante considerar la epigenética propiciada por la interaccion entre la levadura y el
genotipo del animal. Al respecto, esta documentado que el gen responsable de codificar
para la proteina SCD en el metabolismo graso, es responsable de la variacion en el fenotipo
observado para la deposicién de grasa y la composicion de los acidos grasos en la carne de
rumiantes (Garcia-Fernandez et al., 2010). De esta manera se ha identificado la variacion
de &cidos grasos entre los diferentes alelos para el gen que codifica la enzima SCD (SCD-1
y SCD-2) en corderos, encontrdndose que la variacién entre genotipos impacta las
concentraciones de Cig1, Cig2, Cig:3, araquidonico (Cao4 n-s), eicosapentaenoico (Cao:s) Y
docohexaenoico (Cy:6); sin embargo, en este estudio no se evaluo la variacion genotipica
del gen SCD vy el efecto de la inclusion de Sc, lo que resalta la importancia de generar
investigacion dirigida a identificar estos polimorfismos y el efecto de incluir Sc en la dieta
para modificar el perfil de acidos grasos en la carne (Ward et al., 1998), potencializando la
actividad de la enzima SCD como regulador en la sintesis, deposicion, oxidacion y

composicidn de &cidos grasos en los lipidos de la canal y la carne (Warensjo et al., 2007).

Conclusiones
La complementacion de niveles crecientes de Saccharomyces cerevisiae en la dieta de

corderos se presenta como una alternativa para mejorar la calidad nutricional de la carne, al
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reducir la expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa e incrementar las
concentraciones de Cig:2 a6 Cis:3 a3, Coo4 06, acidos grasos beneficios para la salud del
consumidor. Este hallazgo genera una herramienta nutrigendmica para la manipulacion del
perfil graso en la carne, por lo que es necesario incrementar la investigacion relacionada
con la identificacion de polimorfismos en el gen que codifica para la proteina SCD y su

interaccion con la complementacion de Saccharomyces cerevisiae.

Con base a las condiciones y resultados obtenidos en el presente estudio, se recomienda la
inclusion de 5 g animal™ d™* de Sc, por incrementar las concentraciones de acidos grasos
polinsaturados, sin afectar drasticamente las concentraciones de 4&cidos grasos

monoinsaturados e isdmeros Cig:1trans10 Y Cis:1transii-
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Conclusiones generales

La complementacion de Saccharomyces cerevisiae en corderos alimentados con dietas altas
en concentrado, no modifica la biohidrogenacion ruminal del acido oleico, linoleico y

linolénico provenientes de la dieta.

Saccharomyces cerevisiae a pesar de disminuir el consumo de materia seca y ganancia
diaria de peso, y mejorar la conversion alimenticia, no modificé la digestibilidad aparente

de los nutrimentos y el peso al sacrificio de los corderos.

La inclusion de Saccharomyces cerevisiae en la dieta de corderos se presenta como una
estrategia nutrigendmica en la manipulacion de los mecanismos epigenéticos relacionados
con el metabolismo graso, al reducir la expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa e
incrementar la deposicion de Cig:2 a6, Cis:3 a3, C20:4 06, €N carne, y son benéficos para la

salud del consumidor.
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