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INTRODUCCION.

1.1. Binomio Alimentacién — Salud.

En la Gltimas décadas, son numerosos los estudios epidemioldgicos que han puesto de manifiesto
la estrecha correlacién que se establece entre ciertos componentes de la dieta y determinadas
enfermedades cronicas (Michay col., 2012; Wang y col., 2016; Afshiny col., 2019) evidenciado,

con cada vez mas certeza, la existencia del binomio dieta-salud (Micha y col., 2015).

Por ello, es de gran interés estudiar los efectos beneficiosos o perjudiciales que tiene tanto la
dieta en su conjunto como cada uno de sus componentes por separado, sobre el metabolismo y
la fisiologia. Y utilizar el conocimiento adquirido para potenciar el desarrollo de alimentos
funcionales y/o nutracéuticos que ayuden a reducir el riesgo de padecer ciertas enfermedades
cronicas como cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, o aquellas enfermedades
asociadas al envejecimiento, como el deterioro cognitivo (DC), demencia, Alzheimer, etc. que

limitan la calidad de vida en los Gltimos afios de vida.

En este sentido, estudios recientes sefialan que ciertas deficiencias nutricionales, como la
escasez de vitaminas, minerales, aminoacidos esenciales, &cidos grasos (AG) esenciales, etc.
circunstancia de especial prevalencia en personas de edad avanzada, propician notablemente el

DC y lademencia asociada al envejecimiento (Visioli y Burgos-Ramos, 2016).

Respecto al efecto que ejerce el consumo de lipidos de la dieta en la salud, cada vez son mas
las evidencias, obtenidas tanto en organismos modelo (Milard y col., 2019) como en el ser
humano (Conway Yy col., 2013), que avalan el efecto que los lipidos de la dieta en la salud.
Concretamente, una baja ingesta de AGs omega-3 de cadena larga y fosfolipidos (FL) se ha
relacionado con un mayor riesgo de padecer enfermedades neurodegenerativas (Calder y col.,
2017). Ademas, hay datos concluyentes de que una dieta equilibrada (dieta mediterranea rica
en AG poliinsaturados (PUFA) omega-3), y el consumo de determinados suplementos
nutricionales (vitaminas, antioxidantes, FLs, etc.), acompafiados de ejercicio fisico moderado,
parecen mitigar el DC y la demencia (Morris y col., 2015). Esto, sumado a que los
medicamentos aprobados para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas asociadas al
envejecimiento s6lo han tenido efectos terapéuticos modestos y no detienen la progresion de la
enfermedad, hace que en los ultimos afios haya incrementado el interés en estudiar los efectos
beneficiosos del consumo de determinados suplementos nutricionales como los lipidos polares
provenientes de la dieta (FLs y esfingolipidos (ELS)).



1.2. Mazada como fuente de membrana del glébulo graso lacteo.

Entre los ingredientes lacteos que mas interés han despertado en la ultima década, destaca la
membrana del glébulo graso lacteo (MFGM), que puede obtenerse del suero de queseria (whey
protein concentrate) o del suero de mantequilla (mazada). La mazada es un subproducto
obtenido durante el batido de la nata en la fabricacion de la mantequilla, lo que desestabiliza la
nata e induce la ruptura de los glébulos de grasa (GG), separando por un lado la grasa y por
otro la fraccion acuosa que incluye fragmentos de MFGM (Corredig y col., 2003; Vanderghem
y col., 2010).

La produccion nacional de mazada en polvo esta en torno a 13.600 Tm/afio (Ministerio de
agricultura, pesca y alimentacion, 2013), sin embargo, el consumo de mazada per capita en
todos los paises europeos siempre ha sido relativamente bajo (Kurmanny col., 1992). Por ello,
la mazada se ha considerado un subproducto con bajo valor comercial y solo era utilizada como
aditivo en la industria alimentaria y la industria cosmética por sus excelentes propiedades como

emulsionante 0 como suplemento en alimentacién animal.

Sin embargo, el interés por la mazada ha ido creciendo durante los Ultimos afios, dado el gran
valor afiadido de este subproducto lacteo, no solo por sus propiedades tecnolégicas como
emulsionante en productos lacteos o de panaderia, sino también por su elevado contenido en
lipidos polares (LP) y glicoproteinas con elevada actividad bioldgica (Castro-Gémez y col.,
2015) (Figura 1).

Glicerofosfolipidos
PE, PI, PS, PC

Oligosacaridos Balsa lipidica Glicoproteinas
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Figura 1. Representacion esquematica de la MFGM. Modificada de Castro-Gémez y col., 2015. La MFGM es
una tricapa lipidica compuesta por una monocapa internay en una bicapa externa. La composicion lipidica y
proteica, es asimétrica y varia en cada una de las capas de la MFGM.



1.3. MFGM: composicidén y estructura.
La MFGM es una estructura compleja de 10 a 50 nm de grosor que rodea al GG lacteo y esta
compuesta por LP, lipidos neutros (LN), proteinas, enzimas y otros componentes minoritarios
(Singh y Gallier, 2017; Walstra y col., 2005) (Tabla 1).

Estructuralmente, la MFGM se organiza en una tricapa lipidica (Figura 1): desde el interior del
GG al exterior, primero hay una monocapa lipidica que procede del reticulo endoplasmatico y
de otros compartimentos celulares y tiene orientadas las colas hidrofdbicas de sus LP hacia el
nucleo del GG. Dicha monocapa se halla rodeada por una region electrodensa rica en proteinas
y una bicapa lipidica procedente de la membrana apical de la célula de la glandula mamaria que
esta enriquecida en FLs, ELs, y proteinas (Dewettinck y col., 2008).

Tabla 1. Composicién de la MFGM de acuerdo con lo descrito por Walstra y col., 2005.

Componente mg/100g GG
Proteinas 1800
Fosfolipidos 650
Cerebrésidos 80
Colesterol 40
Carotenoides 0,04
Hierro 0.3
Cobre 0,01
Total >2570

La fraccion lipidica esta compuesta mayoritariamente por TAG, FL, ELs y colesterol. Los FL
suponen el 30-60% del total de los lipidos presentes en la MFGM, y entre ellos destacan la
esfingomielina (SM, 36-42%), la fosfatidilcolina (PC, 25-28%), la fosfatidiletanolamina (PE,
17-23%), la fosfatidilserina (PS, 7-10%) y el fosfatidilinositol (PI, 4-7%) (Castro-Gémez y col.,
2015; Hernell y col., 2016; Calvo et al., 2020).

Estos FLs se distribuyen de forma definida y asimétrica (Castro-Gomez y col., 2015; Keenan y
Mather, 2006) (Figura 1). La monocapa interna esta enriquecida en PC y PE, el lado interior de
la bicapa contiene mayoritariamente PE, PS y PI, mientras que en su lado externo contiene LP
con residuos de colina, como PC y SM (Dewettinck y col., 2008; Van Meer y col., 2008).

Dentro de la fraccion proteica de la MFGM, las proteinas mas abundantes son glicoproteinas
como las mucinas, la lactadherina, la butirofilina y CD36. Entre las proteinas no glicosiladas
aparecen la xantin-oxidasa, la adipofilina y la proteina fijadora de AG. Los glicoesfingolipidos
de la MFGM son los gangliésidos y cerebrésidos, que contribuyen al desarrollo del cerebro y
el sistema inmune intestinal de lactantes. Las glicoproteinas y glicolipidos, con sus residuos de

carbohidratos forman el glicocalix-MFGM, una fuente de ligandos bacterianos y virales.



1.4. Funciones biolégicas de la MFGM.

Se ha descrito que las funciones bioactivas de la MFGM se deben a la presencia de LP, FL, ELs
y proteinas glicosiladas y no glicosiladas que desempefian funciones biolégicas como actividad
antiviral, antimicrobiana, antibacteriana, y antitumoral. La MFGM desempefia una importante
funcion en el desarrollo y mantenimiento de la funcion y la microbiota intestinal (Bhinder y col.,
2017; Liy col., 2018; Nilsson, 2016). También cabe destacar su papel en el desarrollo del SN
durante la infancia (Lee y col., 2018; Ortega-Anaya y Jiménez-Flores, 2019; Schipper y col.,
2020) y en el mantenimiento del SN y de la funcidn cognitiva en el adulto (Schverer y col.,
2020). Existen evidencias de que los lipidos de la MFGM ayudan a prevenir ciertas condiciones
fisiopatoldgicas asociadas con la edad como el DC (Pérez-Galvez y col., 2018; Garcia-Serrano
y col., 2020). Ademas, se ha descrito que la SM y sus metabolitos juegan un papel clave en la
maduracion intestinal, asi como en la mielinizacion y en el desarrollo del SNC del recién nacido

(Pérez-Galvez y col., 2018; Ortega-Anaya y Jiménez-Flores, 2019).

Actualmente, existen dos areas de interés fundamentales en la investigacion del efecto de la
MFGM en la salud. La primera es la nutricion infantil, donde se ha reportado que la
alimentacion con férmulas infantiles que incorporan MFGM fomenta el desarrollo adecuado
del sistema inmune en lactantes (posiblemente mediado por la evolucion de la microbiota) y
una actividad cognitiva similar a la de los alimentados con leche materna y significativamente
superior a otras formulas infantiles (Timby y col., 2017). El otro area de interés, es la obtencion
de productos dirigidos a prevenir o retardar la aparicion y desarrollo de enfermedades asociadas
al envejecimiento. En esta linea de trabajo, destacan los estudios de analisis y caracterizacion
lipidica de la MFGM (Rodriguez-Alcald y Fontecha, 2010; Castro-Gomez y col., 2017), los
procesos técnicos de aislamiento y purificacion de extractos enriquecidos en MFGM (Castro-
Gobmezy col., 2014; Calvo y col., 2020), y los estudios preclinicos donde se observaron mejoras
en la actividad cognitiva de ratas viejas (Tomé-Carneiro y col., 2018; Crespo y col., 2018;
Garcia-Serrano y col., 2020). Los resultados indican que la suplementacion de MFGM en la
dieta de ratas viejas mejora la actividad cognitiva y reduce la pérdida de memoria, aunque se
desconocen los mecanismos moleculares subyacentes responsables de esa actividad preventiva
(Garcia-Serrano y col., 2020; Fontecha y col., 2020). Por ello, resultaria interesante estudiar el
efecto que tiene cada componente lipidico de la MFGM en la fisiologia, haciendo especial
esfuerzo en analizar el efecto en ciertas patologias de interés social, como el DC, o alteraciones
intestinales, que son patologias que disminuyen la calidad de vida durante el envejecimiento y

aumentan los costes sanitarios de los estados.



Ademas de estudiar los cambios en biomarcadores fisiol0gicos asociados a estas enfermedades,
resultaria interesante analizar como el consumo de MFGM podria modular el lipidoma, el
proteoma, el genoma y el epigenoma, ya que varios estudios epigenéticos recientes realizados
en raton, humano y Drosophila melanogaster han evidenciado que la dieta de una generacién
puede alterar el metabolismo de las siguientes generaciones (Lumey y col., 2009; Palu y col.,
2017; Somer y Thummel, 2014).

1.5. Drosophila melanogaster como organismo modelo en nutricion.

La mayoria de los estudios realizados utilizando MFGM como suplemento nutricional se han
Ilevado a cabo en animales modelo, principalmente rata (Crespo y col., 2018), raton (Snow y
col., 2011) y cerdo (Fil y col., 2019) aunque también existen estudios clinicos en humanos
(Timby y col., 2017). No obstante, estudiar la heredabilidad transgeneracional en modelos

murinos o humanos resultaria complicado y el tiempo de experimentacion se dilataria décadas.

Por ello, para este tipo de estudios se justifica el empleo de un organismo modelo como D.
melanogaster, dada su gran versatilidad y las numerosas ventajas que aporta respecto a otros
organismos modelo empleados en estudios de nutricion (Greenspan, 2004; Staats y col., 2018;

Piperay col., 2018). Entre las ventajas cabe destacar:

Ciclo de vida corto y bien caracterizado (a 25°C, tarda 10 dias en eclosionar) (Figura 2).
Las hembras tienen elevada fecundidad (50-70 huevos por dia).

Su reducido tamafio y sencillas necesidades nutricionales abaratan el mantenimiento.
Tiene alta conservacién de los mecanismos moleculares de transduccién de sefiales.

El 60% de sus genes son ortélogos a los genes de mamiferos.

Su manipulacion genética es relativamente sencilla.

N g s~ w e

Su esperanza de vida de 60 — 80 dias la hace ideal para estudios de longevidad.

Todos estos factores permiten que D. melanogaster sea un organismo modelo muy versatil para
realizar estudios preclinicos de intervencion nutricional, ya que permite estudiar como afecta la
dieta a diversos aspectos como la funcion intestinal, la locomocion, la microbiota, la cognicion,
la composicion corporal, la fecundidad, la esperanza de vida o el envejecimiento (Piperay col.,
2005; Piperay col., 2018; Chhabray col., 2013; Carvalhoy col., 2012), y permite analizar cémo
la dieta potencia o reduce ciertos estados fisiopatoldgicos como la inflamacién o respuestas de
estrés (Staats y col., 2018).



Por lo tanto, D. melanogaster puede considerarse un organismo modelo interesante en el que
analizar como afecta el consumo de MFGM al comportamiento, la cognicion, la fecundidad, la
longevidad, el lipidoma, el proteoma, el genoma y el epigenoma e incluso analizar la
heredabilidad, obteniendo resultados en un periodo mas reducido que con otros organismos
modelo. De esta forma, los resultados obtenidos en D. melanogaster ayudarian a reorientar

futuras lineas de investigacion en mamiferos superiores como la rata o el humano.
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Figura 2. Esquema del ciclo de vida de D. melanogaster ajustado a 25°C. Tras la fecundacion, el
embrion debe pasar por tres estadios larvarios y una fase pupal hasta alcanzar el estadio adulto.
Modificada de http://herpeticslf.blogspot.com/2012/10/live-foods-alimentos-vivos-partv.html

En este sentido, estudios recientes indican que la fecundidad en D. melanogaster es uno de los
factores que se ven afectados por la dieta, ya que se ha observado la existencia de una
correlacion entre dicho parametro y el metabolismo lipidico de AG neutros (Moghadam y col.,
2015), Por otro lado, numerosas observaciones experimentales han puesto de manifiesto que la
dieta parental puede afectar transgeneracionalmente a ciertos parametros fisiologicos de la
progenie como el metabolismo o la prevalencia de enfermedades relacionadas con la obesidad
(Teltumbade y col., 2020, Somer y Thummel, 2014; Paluy col., 2017).



1. OBJETIVOS.

El objetivo general de este estudio plantea, por primera vez, la incorporacion de un suplemento

nutricional enriquecido en membrana del glébulo graso lacteo (MFGM) en la dieta de un

organismo modelo como Drosophila melanogaster para estudiar el efecto de su ingesta a

distintas dosis sobre diferentes pardmetros bioquimicos y fisioldgicos.

Este objetivo general se pretende alcanzar mediante los siguientes objetivos parciales:

Obtencion y caracterizacion de un complemento enriquecido en MFGM.

Se optimizara el proceso tecnoldgico para la obtencion de un concentrado de MFGM a
partir de mazada a escala semi-industrial. Posteriormente se llevara a cabo tanto el analisis
de composicién global como la caracterizacion lipidica del concentrado, para su empleo

como complemento nutricional en D. melanogaster a varias dosis.

Estudio del efecto de la ingesta del complemento enriquecido en MFGM sobre el

lipidoma de D. melanogaster.

Se llevara a cabo la caracterizacion lipidica global de D. melanogaster antes y después de
la intervencion nutricional lo que permitira determinar si la ingesta de diferentes dosis del

complemento enriquecido en MFGM induce modificaciones en el lipidoma.

Estudio del efecto de la ingesta del complemento enriquecido en MFGM sobre la

fecundidad de D. melanogaster y su heredabilidad transgeneracional.

Se determinara el efecto que ejerce el consumo de diferentes dosis de concentrado de
MFGM en la fecundidad de D. melanogaster. Se examinara la potencial heredabilidad de
dicho efecto en la progenie y si se mantiene transgeneracionalmente sin implementar

nuevas dosis de suplemento en la dieta de las nuevas generaciones.



2. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Optimizacion del proceso de obtencidn del concentrado de mazada
enriquecido en lipidos polares a escala semi-industrial.

El concentrado de mazada empleado en este estudio se obtuvo mediante un procedimiento de

diafiltracion (Figura 3) puesto a punto mediante una colaboracion de nuestro grupo con la

empresa INNOLACT (Lugo, Espafa). Esta obtencidn se llevo a cabo a escala piloto en las

instalaciones del Aula de Productos Lacteos y Tecnologias Alimentarias de la Universidad de

Santiago de Compostela (Lugo, Espafia).

En este proceso se utiliza como material de partida mazada liquida (620 kg), la cual se sometio

a una primera ultrafiltracion de forma que se elimina el permeato (500 kg) y se obtuvo mazada

concentrada (120 kg), denominada retentato. Seguidamente, se hizo recircular agua (200 kg) a

través del sistema para diluir el retentato y reducir la concentracion de lactosa en el mismo.

Paso 1: Dlafiltracmn
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Figura 3. Esquema del proceso de obtencién del concentrado de mazada enriquecido en MFGM del estudio.



Posteriormente, la mezcla obtenida se ultrafiltrd de nuevo, y tras retirar el permeato (120 Kg)
se obtuvo una mazada 8 veces mas concentrada que el material de partida. Dicho concentrado
se extendid sobre una bandeja de liofilizador (formando una lamina de ~ 1 cm de grosor), se
congeld a -80°C y se liofilizo en un liofilizador Telstar Lyobeta-15 con el objetivo de eliminar
el agua. El producto final seco se moltur6 hasta obtener un polvo que se conservd en
congelacién a -35°C para evitar su deterioro. Finalmente se realizé la caracterizacion de la

composicion global de dicho concentrado y se examino en detalle su fraccion lipidica.

3.2. Intervencion nutricional con una dieta enriquecida en MFGM en D.

melanogaster

El medio estandar de alimentacion (MEA) de D. melanogaster es una mezcla solida constituida
por agua (40%), zumo de frutas rojas (20%), levadura (15%), azucar (15%), harina de trigo
(8%), agar (1%), &cido propidnico como antimicotico (0,5%) y sal (0,5%). Este medio fue
preparado por el servicio de preparacion de medios del Centro de Biologia Molecular Severo

Ochoa (CBMSO) siguiendo una modificacion del protocolo descrito por Greenspan, 2004.

Para incorporar el concentrado de MFGM en la dieta del grupo experimental (GE), se calento
el MEA en un microondas BLUEsky M 18 hasta alcanzar consistencia liquida (3 min, 700W),
se afiadié un 1% (GE 1%) o un 3% (GE 3%) (peso/volumen) de concentrado en polvo de mazada
y se homogenizo la mezcla agitando con espatula metalica hasta su disolucién. Para preparar la
dieta del grupo control (GC) sin MFGM, el MEA se sometio al mismo proceso de calentamiento

y homogenizacion, a fin de reducir las variables entre el GC y el GE.

Tras preparar la dieta, esta se introdujo en tubos de cultivo de Drosophila Sarstedt de 23 ml. Para
ello se utilizé una pipeta automatica Drummond Pipet.aid para introducir 5 ml de mezcla 'y se
dejé enfriar hasta que la mezcla solidificd. Finalmente, los tubos se taparon con un tapon de

rayon de Genesee Scientific y se reservaron en una camara fria Ibercex A.S.L S. A. a 4° C.

3.3. Estirpes de D. melanogaster utilizadas en el estudio.

Para el presente trabajo se utilizé la linea mutante w''® de D. melanogaster procedente de
Bloomington Drosophila Stock Center (https://bdsc.indiana.edu) con nimero de stock #3605.
Esta linea, utilizada en numerosos trabajos experimentales, tiene una mutacién espontanea de
pérdida de funcion en el alelo white (w), que genera moscas con o0jos de coloracion blanca, lo
que la diferencia de las lineas salvajes con ojos de color rojizo, permitiendo detectar posibles

contaminaciones en el stock.



3.3.1. Manejo de los individuos adultos de D. melanogaster.
Las moscas se mantuvieron en una habitacion-incubadora Ibercex A.S.L S. A. en condiciones
constantes, a una temperatura de 25°C y una humedad relativa del 60% y con ciclos de 12 horas

de luz-oscuridad, siguiendo el protocolo establecido por Ashburner (1989).

Para contabilizar los individuos adultos se utilizd una lupa estereoscopica Leica MZ 8, una
ldmpara de luz fria Schott KL1500 LCD, un aspirador entomolégico, pinzas FST Dumont y un
difusor de CO2 que disminuia la presion parcial de Oz, lo que anestesiaba a los individuos

reduciendo su movilidad, facilitando el contaje y seleccion en funcion del sexo.

3.4. Extraccion y analisis de la fraccidn lipidica de D. melanogaster.
3.4.1. Reactivos.
Diclorometano, metanol, &cido sulfurico (98%), N, N-dimethilformamida, cloroformo, iso-
octano y tetrahidrofurano, acido acético y hexano comprados a LABSCAN (Dublin, Irlanda).
Sulfato sodico anhidro, cloruro sodico, citrato disodico comprados a Panreac (Barcelona,
Espafia). Tritridecanoina (99%; TG C13) y metoxido sodico de Sigma (St. Louis, MO).

3.4.2. Método de Folch modificado por Léfgren para la extraccién de lipidos.
Para extraer la grasa de los diferentes grupos de moscas (GE y GC) se utilizé un procedimiento
basado en la modificacion del método Folch establecido por Léfgren y col., 2012 y adaptado

en nuestro laboratorio (Figura 4).

(% %t T
% i
) < Adicién de 300 adicitn de 4980 il de Adiciéin de 1500 I
L Pulverizado, deagua milin Adicitn de 249001 Agitacitn en vortex diclorametana {CHCLs) Arido acético 20 mM
60 mg ¥ agitacion para de metanal (MeOH) ¥ agitacion 10" en ¥ agitacitn 20°en  agitacldn 10°en \

Muestra suspender la mezcla agitadar orbital nr agitador orhital agitadar arbital -

liofilizada ey
e

Centrifugada 5'a
3200 rpm y ORC

I &P (I
Evaporacidn del [ Adicién de 2490 ul de
didorometano = diclorametana (CHCLy)
con flujo de N; en Centrifugado 5°a ¥ agitacidn 10°en
un bafio a 542C 3200 rpm y 0°C agitadar orbital La fase argdnica

inferiar se
transfiereaun

tube Faleon
nueve (Tubo 2)

Ambas fases
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el Tubo 2

Extracto
lipidico aislado

Figura 4. Esquema del método Folch modificado por Lofgren.

Se parti6 de 60 mg de muestra liofilizada que se molturd con una varilla plastica para aumentar
el rendimiento de la extraccion lipidica. La muestra molida se introdujo en un tubo Falcon de

vidrio (50 mL) y se suspendi6 en 300uL de agua milli Q.
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Seguidamente, se afiadieron 2490 uL de metanol y la mezcla se agitd primero con el vortex
MS2 Minishaker IKA®y posteriormente se incub durante 10 minutos a 1400 rpm en un agitador

orbital magnético Boeco Germany (Hamburgo, Alemania).

Después se anadieron 4980 pL de diclorometano, se agit6 mecanicamente durante 20 min, se
afiadieron 1500 pL de 4cido acético 20 mM, y la mezcla se volvié agitar durante 10 min. A
continuacion, se centrifugd a 3200 rpm durante 5 min a 0°C, y se utilizd una pipeta Pasteur para

transferir la fase organica inferior a un nuevo tubo Falcon (Tubo 2).

La fase acuosa se volvio a lavar con 2490 pL de diclorometano, se agité mecanicamente 10 min
y se centrifugd a 3200 rpm durante 5 min a 0°C. Pasado este tiempo, se volvio a utilizar una
pipeta Pasteur para recoger la fase organica inferior y transferirla al Tubo 2, agrupéndola con
la fase organica del primer lavado. La mezcla se filtr a través de una jeringa de vidrio equipada
con filtro de 0,45 um de Agilent Technologies Inc. (Palo Alto, CA, USA) a la que se afiadieron

200 mg de sulfato sodico anhidro para eliminar restos de humedad.

Tras el filtrado, la muestra se sometié a un flujo de N2 en un bafio a 54°C para evaporar el
disolvente -diclorometano- y de esta forma aislar el extracto lipidico. La grasa extraida de cada
muestra se pesd en una balanza de precision sobre un vial previamente tarado y se almacené a

-35°C hasta el andlisis cromatografico.

3.4.3. Determinacion del perfil de ésteres metilicos AG por CG-MS.
Los ésteres metilicos de AG (FAME) se prepararon siguiendo el método de metilacion directa

acido-base descrito por Castro-Gomez y col. 2014 (Figura 5).

Como patrdn interno se uso tritridecanoina (TG-C13) (100uL a 1.28mg/mL), que se afiadié a
las muestras en el periodo previo a la metilacion. Los FAME se separaron en un cromatdgrafo
de gases (CG) 6890N de Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EE. UU.) (Figura 6A) con una
columna capilar de silice CP-Sil 88 100m x 25 mm x 0.2 um Chrompack /Middelburg, Paises
Bajos) acoplado a un detector de espectrometria de masas (MS) 5973NAgilent Technologies
que opera en modo escaner con rangos de 50 a 550 Da. Las condiciones cromatograficas

empleadas en el anélisis fueron previamente descritas por Rodriguez-Alcala y Fontecha (2010).

El volumen de inyeccion fue de 1 pL a una concentracion de Smg/mL en modo split 1:25. Tras
la inyeccion, la columna se mantuvo a 100°C durante 1 minuto y después la T? aumentd a una
velocidad de 7°C/min hasta alcanzar 170°C y se mantuvo 55 min. Tras esto, la T2 volvié a

aumentar a una velocidad de 10°C/min hasta alcanzar 230°C y se mantuvo 33 min.
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OBTENCION DE LOS FAME: metilacién directa acido/base
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Figura 5. Esquema del método de metilacion acido/base empleado en este estudio.
Modificado de Castro-Gomez y col., 2014.

Durante todo el proceso, la T2 del inyector se fijo en 250°C, mientras que las condiciones del
detector MS fueron de 250°C en la linea de transferencia, 230°C en la fuente y 150°C en el
quadrupolo, con un voltaje de 70eV en la ionizacion por impacto electronico. Como gas

portador se empleo helio a una presion de entrada a columna de 214 kPa.

DMF
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Figura 6. Cromatografia de un perfil de acidos grasos metil esteres obtenido en un equipo CG-MS.
A: fotografia del equipo GC-MS de Agilent Technologies (www.meadowsintrument.com).
B: cromatograma de un perfil de FAME de una muestra, similar al obtenido en el experimento.
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Para el analisis cualitativo y cuantitativo se emplearon como referencia los factores de respuesta
de una mantequilla anhidra de composicion conocida (MGLA), y para identificar los picos se
empleod el espectro de masas de la libreria del Instituto Nacional de Patrones y Tecnologia
(NIST) (Gaithersbug, MD, EE. UU.).

Se recopilaron los perfiles de FAMESs de las tres generaciones de D. melanogaster del grupo
control (F1C, F2C, FsC) y el grupo experimental (F1E, F2E, F3E), y como resultado del analisis

se obtuvo un cromatograma con un perfil de FAME similar al que se muestra en la figura 6B.

3.4.4. Determinacion de triacilgliceroles (TAG) y colesterol por CG-FID.
Los TAG vy el colesterol presente en la muestra se analizaron siguiendo el método de analisis
cromatografico descrito por Fontecha y col., 2005 en un CG modelo Clarus500, Perkin Elmer
Ltd, (Beacosfield, Reino Unido) (Figura 7A) equipado con un inyector split/splitless automatico
y un detector de ionizacion de llama (FID). Se utilizé una columna Rtx-65TAG (30m x 0,25mm
d.i. x 0,1 um de Restek Corp. (Bellefonte, PA, Estados Unidos).

El analisis cromatografico se llevé a cabo utilizando el siguiente programa de T?: los primeros
30 segundos se mantuvo la T2 constante a 120°C, después se aumentd la T2 a una velocidad de
10°C/min hasta alcanzar 220°C y se mantuvo asi 30s. Tras esto, la T2 volvio a aumentar de
nuevo a una velocidad de 6°C/min hasta alcanzar 350°C y se mantuvo 30 minutos. Durante todo
el proceso, la T2 del inyector y del detector de ionizacion fue 355°C y 370°C, respectivamente.

Como gas portador se utiliz6 helio a una presion de 172 kPa 'y se inyecté un volumen de 0,5 ul

de muestra diluida en hexano a una concentracion de 20 mg/ml.

f ZONA APOLAR

_ ZONA POLAR J:

e )
[

FFA C18 + MG
FFACT6 B.

FFACI4 |

FFA €12 (?)

Figura 7. Cromatografia de un perfil de triacilgliceroles obtenido en un equipo CG-FID.
A: fotografia del equipo CG-FID Clarus 500 Technologies (https://cromatografo.blogspot.com/).

B: cromatografia de un perfil de TAG de una muestra, similar al obtenido en el experimento.
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Para la determinacion y cuantificacion se utilizo como material de referencia los factores de
respuesta de una materia grasa lactea anhidra (MGLA) (Comité Europeo; Bruselas, Bélgica) de

composicion en TAG y colesterol conocida.

Se analizo el perfil de TAG de los GE de las tres generaciones filiales (F1E, FzE, FsE), y como
GC se selecciond el grupo pretratamiento, constituido por individuos de la Go. Tras el anélisis,

se obtuvieron cromatogramas con un perfil de TAG similar al que se muestra en la figura 7B.

3.45. Determinacion del perfil de clases lipidicas mediante HPLC-ELSD.
Para llevar a cabo la separacion de las clases lipidicas se utilizé un cromatografo de liquidos de
alta presion (HPLC) modelo 1260, Agilent Technologies Inc. (Palo Alto, CA, Estados Unidos)
(Figura 8A) acoplado a un detector evaporativo de dispersién de luz (ELSD) modelo SEDEX
85 de Sedere SAS Alfortville (Cedex, Francia). La ganancia del detector se fijo en 3, y como

gas nebulizante se utilizo aire (pre-filtrado) comprimido a 350 kPa y a 60°C.

Para separar clases lipidicas se usaron dos columnas en serie de 250mm x 4,5mm Zorbax Rx-
SIL de Agilent Technologies Inc. (Palo Alto, CA, Estados Unidos) con didmetro de particula
de 5 um y una pre-columna con el mismo empaquetamiento. Los disolventes utilizados como
fase movil y el gradiente de fases aplicado, fueron los que aparecen descritos en el método

propuesto por Castro-Gomez y col., 2014.
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Figura 8. Cromatografia de un perfil de clases lipidicas obtenido en un equipo HPLC-ELSD. A: fotografia del
equipo HPLC 1260 de Agilent Tecnhologies (izquierda) y del detector ELSD SEDEX 85 de Sedere SAS
Alfortville (derecha) (http://bvktec.com/ y https://sedere.com/ ) B: cromatografia de un perfil de clases

lipidicas similar al obtenido en este experimento.
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En la etapa previa al anélisis, las muestras se disolvieron en diclorometano (5 mg/ml) y de cada
una se cogieron 50 pl y se inyectaron en la columna precalentada a 40°C. En todos los casos se

emplearon las mismas condiciones de analisis, utilizando fases maéviles recién preparadas.

Se analizo el perfil clases lipidicas de los GE de las tres generaciones filiales (FiE, F2E, FsE), y
como GC se selecciond el grupo pretratamiento, constituido por individuos Go. Tras el analisis

mediante HPLC-ELSD se obtuvo un perfil de clases lipidicas similar al de la figura 8B.

3.5. Determinacién de la fecundidad de D. melanogaster.

Para cuantificar el efecto que ejerce el concentrado de mazada a dosis del 1% y 3% sobre la
fecundidad de las hembras de D. melanogaster, se seleccionaron 240 hembras virgenes w8 y
120 machos w8 y se realizaron 12 cruces en paralelo en tubos con MEA, conteniendo cada
cruce 20 hembras virgenes w8 y 10 machos w8, Estos cruces se mantuvieron 5 dias en el
incubador a 25°C y a una humedad relativa del 60% para asegurar que las hembras eran
fecundadas (Figura 1). Una vez transcurrido el periodo de fecundacion, los machos se separaron
de las hembras Go, y estas se distribuyeron en tres grupos de 20 individuos cada uno (n = 20):
GC (alimentado con MEA), GE 1% (alimentado con MEA y 1% mazada) y GE 3% (alimentado

con MEA y 3% mazada) y de cada grupo se hicieron 4 réplicas en tubos diferentes (Figura 9).
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Figura 9. Esquema del proceso experimental para el analisis del efecto que ejerce el consumo de MFGM sobre
la fecundidad de D. melanogaster. Las hembras fecundadas (n = 20) se introducen en tubos control (medio
estandar de alimentacion, MEA -verde-) o tubos experimentales (MFGM al 1% y3% peso/volumen -amarillo-
para simplificar, el esquema solo representa el 3%) y cada 24 horas durante 4 dias se cambian de tubo para
evitar el exceso de progenie. Tras 10 dias, se contabiliza y sexa la descendencia obtenida en los siguientes 7
dias. Todos los datos quedan recogidos en el Anexo I. Ver materiales y métodos para una explicacion detallada.
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Para evitar el exceso de progenie, cada 24 horas, las hembras se traspasaron a tubos nuevos con
alimentacion fresca. Cada vez que se traspasaban las hembras, se realizaba su contaje para luego

expresar el tamafio de la progenie normalizado por el nimero de hembras.

Tras realizar 4 traspasos, las hembras Go se separaron en eppendorf (n = 20) y se congelaron
para posteriores analisis. Finalmente, los tubos con los huevos se mantuvieron 10 dias en el
incubador esperando la eclosién y el desarrollo de la progenie (F1) cuyo contaje se realizé a
diario cada 24 horas durante los 7 dias posteriores (Anexo I). La progenie F1 se clasificd en

machos y hembras, para analizar un posible efecto del sexo (Anexo I).

Tras el recuento diario, los individuos de la progenie separados segun su sexo se introdujeron
en tubos eppendorf, se congelaron a -70°C en un congelador Deep Freezer ilShin Lab Co., Ltd,
se liofilizaron en un liofilizador Telstar Lyobeta-15, y se conservaron a -35°C para su posterior
analisis lipidico. Para el analisis estadistico el nimero de progenie se normalizé por nimero de

hembras (sin incluir las que resulten en bajas durante el procedimiento experimental).

3.6. Estudio de la heredabilidad del efecto ejercido sobre la fecundidad.
Para estudiar la heredabilidad del efecto ejercido por el suplemento de MFGM en la fecundidad
de D. melanogaster se aplicé el mismo protocolo experimental que en el apartado anterior. Las
hembras se separaron en 3 grupos (n = 20): GC, GE 1% y GE 3% y de cada grupo se hicieron
4 réplicas (Figura 10). En los 4 dias siguientes, se aplico el mismo procedimiento y se obtuvieron

los datos primarios recogidos en el Anexo I.

Sin embargo, a diferencia del experimento anterior, para analizar la heredabilidad del efecto,
tanto la progenie del GC (GoC, Figura 5) como la del GE (GoE (1%, 3%), Figura 10) se transfirio
a tubos con MEA, sin complemento enriquecido en MFGM y durante las siguientes tres
generaciones (F1C, F2C, FsC y FiE (1%, 3%), F2E (1%, 3%), FsE (1%, 3%)) se contabiliz6 y

analizo la progenie de ambos grupos.

En las siguientes generaciones (Fz y F3) se aplico el mismo procedimiento y se recopilaron los
datos de los Anexos Il y I1l. Para llevar a cabo el analisis estadistico la progenie se normalizé
por nimero de hembras y dias, ya que algunas hembras murieron durante el procedimiento
experimental. Tras el recuento, la progenie separada por sexos se introdujo en tubos eppendorf
(n = 20), se congeld a -70°C en el congelador Deep Freezer ilShin Lab Co., Ltd, se liofiliz6 en

un liofilizador Telstar Lyobeta-15 y se conservé a -35°C hasta realizar el analisis lipidico.
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Figura 10. Esquema del procedimiento experimental para el analisis de la heredabilidad transgeneracional del
efecto de incremento en la fecundidad de D. melanogaster inducido por el consumo de concentrado enriquecido
en MFGM por parte de la generacién parental Go. Para realizar este procedimiento experimental se deben
seleccionar machos y hembras de la primera generacion filial del experimento anterior y repetir el proceso sin
administrar MFGM. para obtener la segunda y la tercera generaciones filiales, todos los individuos resultantes

de cada experimento se congelaran a -80°C para su posterior andlisis lipidico. Todos los datos quedan recogidos
en los Anexos I, I1'y I11. Ver materiales y métodos para una explicacion detallada.

3.7. Analisis estadistico.
El andlisis estadistico y la representacion grafica se llevo a cabo con el programa estadistico
Graph Pad Prism 8.4.2 (GraphPad Software, La Jolla, EE. UU.). La normalidad de las muestras
se evalud con las pruebas Kolmogoérov-Smirnov y Shapiro-Wilk. El analisis estadistico de los
resultados se realiz6 mediante la t de Student. Para determinar la significancia de la diferencia
observada en cada comparacion, el nivel de significacion se fijo a P < 0.05. El porcentaje de

variacion se expresé mediante el estadistico R?.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Composicidon globaly caracterizacion lipidica del complemento enriquecido
en MFGM.

La Tabla 2 recoge los resultados de la caracterizacion del complemento enriquecido en MFGM.
En cuanto a la composicion global (Tabla 2A) el concentrado presenta elevada concentracion
de proteinas (67,1%), y un contenido de grasa del 11,6%. En cuanto a la distribucion de clases
lipidicas (Tabla 2B) destaca el alto contenido de FL (14,9%), mientras que las concentraciones
de TAG y DAG fueron 65,8 % y 16,8 %, respectivamente. En lo que respecta a distribucion de
especies individuales de FL, PE (34%) y PC (21,2%) fueron los compuestos mayoritarios,
mientras que PS (17,5%), SM (13,7%), y Pl (3,82%), se hallaban en menor concentracion.

En cuanto a la composicion de AG (Tabla 2C), un 65,1% son SFA, un 30,2% son MUFA y un
4,7% son PUFA. Destaca el elevado contenido de &cido oleico (C18:1 cis 9 — 26%) y palmitico
(C16:0 — 31,9%), también hay importantes concentraciones de acido estearico (C18:0 — 12,4%)

y miristico (C14:0 — 9,3%) el resto de los AG tienen una concentracion inferior al 5%.

Al comparar composicion global del concentrado enriquecido en MFGM con la literatura, se
observa que tiene una concentracion de grasa similar a la registrada en Le y col., 2011 (11%).
Sin embargo, este contenido de grasa es claramente superior al reportado para suero de
mantequilla (7%) y aceite de mantequilla (5%) por Calvo y col., 2020, y un 40% inferior al
descrito por Gassi y col., 2016 para el filtrado del mantequilla desnatado (15,5%).

Respecto al perfil lipidico del concentrado enriquecido en MFGM, es muy similar al reportado
por Calvo y col., 2020 para el concentrado de mazada y el aceite mantequilla. Ademas, la
distribucion de los diferentes FL, concuerda con la reportada previamente (Calvo y col., 2020;
Zhengy col., 2014; Gassi y col., 2016; Dewettinck y col., 2008; Keenan y Mather. 2006), donde

PE y PC son las méas abundantes, seguidas de PS y finalmente SM y Pl en menor concentracion.

El perfil de AG del concentrado enriquecido en MFGM es similar al descrito por Calvo y col.,
2020 para el concentrado de mazada y el aceite de mantequilla, con concentraciones similares
de SFA y MUFA, pero un 65% menos PUFA. Sin embargo, al comparar el perfil de AG del
concentrado enriquecido en MFGM con el perfil de AG de la mazada analizada por Castro-
Gobmezy col., 2017, se observa que la mazada tiene una concentracion de SFA un 15% superior
al concentrado, una concentracion de MUFA un 30% inferior al concentrado, y una

concentracion de PUFA seis veces inferior al concentrado.
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Tabla 2. Caracterizacion del complemento enriquecido en MFGM. En la Tabla 2A se muestra su composicién
global (expresada en %), mientras que las Tablas 2B y 2C recogen respectivamente el perfil de clases lipidicas
y la composicion de AG de dicho complemento.

Tabla 2A: Composicion global (%) Tabla 2C: Perfil de AG
LACTOSA 64 + 09 C4:.0 2,37 = 0,18
MATERIA SECA 21,17 + 0,06 C6:0 1,64 + 0,13
GRASA 11,61 + 0,97 C8:0 0,92 + 0,09
PROTEINA 67,13 + 1,12 C10:0 1,98 * 0,19

C10:1 0,13 * 0,02

Tabla 2B: Clases lipidicas (g/100g grasa) C12:0 251 + 0,18
TAG 65,84 + 0,90 C14:0 9,30 * 0,34
DAG 16,77 + 0,68 C15:0 ante iso 0,10 = 0,01
Colesterol + FFA 235 + 0,14 C15:0is0 0,26 = 0,01
MAG 0,16 + 0,02 Cl4:1 0,50 + 0,04
Lacer 0,03 + 0,00 C15:0 0,85 * 0,02
>'FL 1488 + 0,31 C16:0is0 0,13 + 0,01
0/100g FL C16:0 3191 + 044
PE 3402 + 021 C17:0 anteiso 0,21 + 0,01

Pl 3,82 + 0,26 C16:1 cis9 (AP) 1,43 + 0,04

PS 1755 + 0,16 C17:0 0,41 £ 0,03

PC 3094 <+ 0,20 Cl7:1 0,07 + 0,01

SM 13,67 + 0,16 C18:0 12,36 + 0,48
2C18:1 trans 1,29 = 0,11

C18:1cis9 25,94 + 0,31

XC18:1cis 0,88 = 0,09

C18:2 trans trans 0,14 + 0,02

C18:2 (n6) (LA) 3,72 = 0,12

C20:0 0,056 + 0,01

C18:3a (n3) (ALA) 0,25 + 0,04

RA 0,22 * 0,02

C20:3n6 0,16 + 0,01

C20:4 (AA) 0,14 + 0,01

C20:5n3 (EPA) 0,03 + 0,01

C22:5n3 (DPA) 0,06 = 0,01

YSFA 65,06 + 0,40

SMUFA 30,23 + 0,31

IPUFA 471 + 0,24

TAG, Triacilgliceroles; DAG, diacilgliceroles; CHOL + FAA, colesterol + AG libres; MAG,
monoacilgliceroles; Lacer, lactosilceramidas; AP; acido palmitoleico; LA, acido linoleico; ALA, acido alfa-
linolénico; AA, &cido araquiddnico; EPA, acido eicosapentaenoico; DPA, &cido docosapentaenoico; SFA, AG
saturados; MUFA, AG monoinsaturados; PUFA, AG poliinsaturados.
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4.2. Intervencidn nutricional con el complemento enriquecido en MFGM.
4.2.1. Perfil lipidico de D. melanogaster.

A continuacion, se describe el perfil lipidico de las tres generaciones filiales de D. melanogaster
(F1, F2, y F3), tanto del GC alimentado con MEA (F1C, F2C, F3C), como del GE 3% alimentado
con una dieta MEA enriquecida con un 3% del concentrado de MFGM (F1E, F2E, FsE). Debido
al cierre de los laboratorios por la pandemia del COVID-19, no se obtuvieron datos suficientes
del GE 1% y solo se han obtenido datos para un lote del GE 3%, por lo que no ha sido posible
realizar el estudio estadistico de estos resultados. Se espera en el futuro, poder terminar de

adquirir los datos para al menos un segundo lote de cada GE y concluir el trabajo estadistico.

Esteres metilicos de AG (FAME).
En la Tabla 3 se recopilan los perfiles de FAME de las tres generaciones de D. melanogaster

del grupo control (F1C, F2C, F3C) y el grupo experimental (F1E, F2E, F3E).

Los resultados evidencian que en términos generales existe un equilibrio entre el contenido de
AG saturados (SFA) y de AG insaturados (UFA) en todos los extractos lipidicos analizados
(SFA/UFA ~1), siendo los compuestos mayoritarios los acidos miristico (C14:0), palmitico
(C16:0), palmitoleico (AP, C16:1 cis9) y oleico (C18:1 cis9). En conjunto, la concentracion de
estos cuatro AG representa mas del 85% del total de la grasa presente en la muestra.

Tabla 3. Perfiles de los FAME mayoritarios (n = 1) expresados en concentracion respecto al total. Se compara
el perfil de FAMEs del GC con el perfil de FAMEs del GE en las generaciones filiales F1, F2 y Fs.

) F = Fs
ACIDOSGRASOS I FE(3%) | F:C FiE (3%) | FoC  FoE (3%)
C12:0 4,71 5,33 6,18 6,15 418 412
C14:0 24,5 25,9 29,4 29,3 239 224
Cl5ai 1,41 1,32 1,04 1,01 1,12 1,71
C15i 1,43 1,06 1,47 1,30 1,02 1,42
C14:1 cis9 1,02 1,10 1,53 1,54 061 098
C15:0 0,03 0,05 0,08 0,07 000 0,01
C16:0 18,3 17,5 15,9 15,6 200 187
C16:1t 0,29 0,27 0,27 0,23 006 028
C16:1 cis9 25,2 23,8 26,3 26,9 252 241
c17:1 0,04 0,04 0,05 0,04 000 0,03
C18:0 0,52 0,63 0,40 0,40 033 063
C18:1 cis9 20,2 19,0 15,2 15,6 21,9 223
C18:2 2,31 4,06 1,65 1,82 171 331
SFA 51,0 51,8 54,4 53,8 50,5 49,0
MUFA 46,7 44,2 43,9 44,4 478 47,7
PUFA 2,31 4,06 1,65 1,82 171 3,31
UFA 49,05 48,23 | 4559 46,19 | 4952 51,04
SFA/UFA 1,04 1,07 1,19 1,17 1,02 096

SFA, AG saturados; MUFA, AG monoinsaturados; PUFA, AG poliinsaturados; UFA, AG insaturados
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También se detectan cantidades importantes de los acidos laurico (C12:0) y linoleico (C18:2).
y en el caso de este Gltimo es donde parece apreciarse un mayor efecto del tipo de dieta, ya que
su concentracion aumenta en las generaciones Fi1, F2 y Fs de las D. melanogaster alimentadas
con la dieta suplementada con MFGM. No obstante, en la generacion F2 el aumento no mostro

un incremento tan significativo.

Los resultados del perfil de FAME obtenidos en este estudio muestran niveles similares a los
de otros estudios de la literatura que analizan el lipidoma de Drosophila (Moghadam y col.,
2015; Carvalho y col., 2012) con un perfil lipidico similar al de un GC de Drosophila alimentado
con MEA. Green y col., 1979, analizaron el perfil de AG de las D. melanogaster de 10 dias de

edad alimentadas con medio Sang’s y también fue similar a la del GC de nuestro estudio.

De entre los AG mayoritarios, destaca el papel que desempefian los &cidos miristico y palmitico
en la formacién de la cuticula de Drosophila (Pennanec'h y col., 1997) ya que, tanto en machos
como en hembras, estos AGs son incorporados a los hidratos de carbono para formar la cuticula.
Por otro lado, el &cido palmitico (C16:0) es un precursor del acido palmitoleico (16:1), el cual
aparece en elevada concentracion en el lipidoma de Drosophila y aparte de ser un precursor
comun a todas las feromonas de Drosophila (Pennanec’h y col., 1997), también se ha observado
que puede unirse a los receptores odorificos por si mismo, y actuar como feromona femenina

(Liny col., 2016), lo que podria justificar su abundancia en el perfil lipidico de Drosophila.

Respecto al &cido linoleico, cuyos niveles se duplicaban en FiE y FsE respecto FiC y FsC, no
se encontrd informacion en la literatura que relacionase las variaciones en la concentracion de
este AG con variaciones de fecundidad. Sin embargo, la literatura si registra algunos efectos
del &cido linoleico sobre la fisiologia de D. melanogaster. Bailey y col. (2015) reportaron que
algunos lipidos de la dieta, principalmente el acido linoleico, eran asimilados por las células de
la glia, y en situaciones de estrés oxidativo eran liberados ejerciendo un efecto antioxidante
sobre las células madre neuronales. Asi mismo, Lee y col. (2011) observaron que el consumo
de &cido linoleico por parte de D. melanogaster reduce la degeneracién ocular y la captacion

de colesterol gracias a que acttia como antagonista del colesterol durante el desarrollo larvario.

Triacilgliceroles (TAG).
La figura 11A muestra la concentracion relativa de las diferentes especies de TAG presentes en

las tres generaciones de los grupos experimentales (F1E, F2E, F3E) en comparacion con un grupo
control (como GC se selecciond el grupo pretratamiento, es decir, un grupo constituido por los

individuos de la Go que no ingirieron concentrado de MFGM).
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Dado que la concentracion de las especies de TAG de cadena corta (< CN38) es muy baja, se
agruparon como sumatorio de todos los valores. Al comparar el contenido de diferentes especies
de TAG, se observa que en todas las generaciones el GC tuvo mayor concentracion relativa de
TAG de cadena intermedia (< CN48) que el GE, mientras que el GE tuvo mayor concentracion

relativa de TAG de cadena larga (> CN50) que el GC.

Por otro lado, la figura 11B muestra la concentracion relativa de los sumatorios de diferentes
TAG agrupados por longitud de cadena (SCTAG, TAG de cadena corta; MCTAG, TAG de
cadena media; LCTAG, TAG de cadena larga). En esta grafica parece observarse un aumento
de los LCTAG en los individuos del GE suplementados con MFGM al 3% respecto al GC.

A. Concentracion de las principales especies de TAG
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Figura 11. Triacilgliceroles. A: concentracién de las principales especies de TAG presentes en las muestras.
Dado que la concentracion de TAG <CN38 es muy baja, estos se agruparon en un solo dato. B: sumatorios de
TAG agrupados por longitud de cadena: SCTAG, TAG de cadena corta (CN26 — CN34); MCTAG, TAG de
cadena media (CN36 — CN44) y LCTAG, TAG de cadena larga (CN46 — CN54).
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Todo esto parece indicar que la dieta enriquecida al 3% en complemento nutricional de MFGM
incrementa la concentracion de TAG de cadena larga LCTAG (o elevado peso molecular), lo
que se relaciona con el aumento de la concentracién de acido linoleico (C18:2n6) encontrado
en el anélisis de FAME. Sin embargo, dado que solo pudo realizarse una Unica prueba (n=1),
habria que aumentar el numero de replicados para poder comprobar la significancia de los

resultados obtenidos.

El perfil de TAG obtenido en el GC de este estudio es similar a los perfiles de TAG obtenidos
por Carvalho y col., 2012 para el cuerpo graso, la glandula salival, el disco imaginal de ala y el
cerebro de D. melanogaster alimentadas con levadura, y también es similar a los perfiles de TAG
del cuerpo graso, la gldndula salival y el disco imaginal de D. melanogaster alimentadas con
plantas. Estudios previos ponen de manifiesto la importancia de los TAG en los insectos, donde
suelen almacenarse en los cuerpos grasos (Arrese y Soulages, 2010) y se movilizan cuando el
insecto necesita un aporte energético para satisfacer las necesidades energéticas de algunos
procesos fisioldgicos como la metamorfosis o el vuelo (Gilbert, 1974; Moghadam y col., 2015).
Por ello, en un futuro podria resultar interesante analizar como afecta el consumo del suplemento

enriquecido en MFGM de forma especifica al perfil de TAG del cuerpo graso de Drosophila.

Perfil de clases lipidicas.

A continuacidn, se muestra el perfil clases lipidicas de las 3 generaciones del GE (F1E, FzE, F3E)
en comparacion al GC (como GC se selecciond el grupo pretratamiento, constituido por

individuos del Go que no ingirieron concentrado de MFGM).

Tal y como se muestra en la Figura 12, los resultados del estudio parecen indicar que el GC
tiene mayor proporcién de LN (98%) y menor proporcion de LP (2%) que la observada en los
GE (93 -96% de LN y 4 - 7% de LP). En concreto, el contenido en LP se duplica en el grupo

F2E, y triplica en los grupos F1iE y FsE, en relacion con los LP del GC por efecto de la dieta.

Clases lipidicas: Lipidos Polares y Lipidos Neutros

GC F1E 3% F2E 3% F3E 3%
2% 6% 4% 7%

98% 94% 96% 93% ™ Lipidos Polares
‘ u Lipidos Neutros

Figura 12. Perfil de clases lipidicas: proporcidon de lipidos polares (LP) y lipidos neutros (LN) en el GC (grupo
pretratamiento) y en las tres generaciones filiales del GE (F1iE, F2E, F3E).
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Sin embargo, en la figura 13 puede observarse que la proporcion de los PLs individuales no se
ve afectada por el cambio de dieta. En todos los casos, PE es el compuesto mayoritario seguido

por PC, mientras Pl y PS aparecen en cantidades minoritarias.

Perfil de fosfolipidos
120
100 -
= I — ] I
[-T4]
S 60 S I I S
g
pT) S — I
p )1 P — S I I S
0
GC F1E 3% F2E 3% F3E 3%
PE mPI PS mPC

Figura 13. Perfil de los lipidos polares (LP) en el GC (grupo pretratamiento) y en las tres generaciones
filiales del GE (F1E, F2E, F3E).

Esta distribucion se compard con la reportada por Carvalho y col., 2012 para diferentes 6rganos
de D. melanogaster. La concentracion de PE del GC de este estudio, es similar a la del cuerpo
graso de D. melanogaster alimentadas con levadura, y a la del cuerpo graso y lipoproteinas de
moscas alimentadas con plantas. El contenido en PC y P1 es similar al de las lipoproteinas de D.
melanogaster alimentadas con levadura y plantas. El contenido en PS es similar al de las

lipoproteinas y el cuerpo graso de D. melanogaster alimentadas con levadura y plantas.

Por otro lado, el perfil de FL de los adultos del GC de este estudio, es similar a los perfiles de
FL descritos por Carvalho y col., 2012 para los individuos que se encuentran al final de tercer

estadio larvario y el principio la fase de pupa.

4.2.2. Fecundidad de D. melanogaster.
Dado que la duracion aproximada de la obtencion de muestras para cada lote experimental es
de 2 meses, se tuvo que detener la fase experimental de este TFM debido a la pandemia del
COVID-19, y solo se han obtenido datos suficientes del GE 3%, por lo que no ha sido posible

realizar el estudio estadistico de los resultados del GE 1%.
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Como puede observarse en la Figura 14A, las hembras del GE alimentadas con suplemento de
MFGM presentan un incremento significativo de la fecundidad respecto al GC, ya que el GC
tuvo 1283 descendientes mientras que el GE tuvo 2387 descendientes. Ademas, este incremento
se refleja tanto en la progenie macho como en la progenie hembra, habiendo en el GC 668
machos y 615 hembras, frente a los 1142 machos y 1245 hembras del GE.

Tal y como muestra la Figura 14B, el andlisis estadistico de los resultados normalizados por
hembra y dia indica que la administracion de MFGM produjo diferencias significativas en el
namero de individuos de la progenie del GE respecto al GC (P < 0,0001). Las D. melanogaster
del GE tuvieron de media 7,74 descendientes al dia, mientras que las del GC tuvieron de media
4,14 descendientes al dia, con una diferencia de 3,60 (R? = 0.739). Es decir, la fecundidad de
las D. melanogaster del GE es un 86% mayor que las del GC. El analisis de los resultados en
funcion del sexo indica que en el GE eclosionaron de media 3,71 machos al dia mientras que
en el GC eclosionaron de media 2,15 machos al dia, con una diferencia de 1,56 (R?> = 0,7). Es
decir, el GE tiene de media un 73% mas machos al dia que el GC (P < 0,0001). Por otro lado,
en el GE eclosionaron de media 4,04 hembras al dia, mientras que en el GC eclosionaron de
media 1,99 hembras al dia, con una diferencia de 2,04 (R? = 0.665). Es decir, el GE tiene de
media un 102% mas machos al dia que el GC (P < 0,0001).

Numero total de Numero de descendientes (F1)  Diferencias en la eclosién
descendientes (F1) normalizado por hembraydia de machos y hembras (F1)
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Figura 14. Andlisis de la descendencia tras la intervencion nutricional con MFGM. A: nimero de descendientes
que eclosionan de cada grupo. B: nimero de descendientes que eclosionan de cada grupo normalizado por
hembray dia. (****P < 0,0001). C: diferencias en el aumento de eclosion entre machos y hembras. (ns = no
significativo).
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Sin embargo, en la Figura 14C se puede observar que el complemento de MFGM no afecta de
forma significativa a la progenie en funcion del sexo, ya que el nimero de machos y nimero
de hembras aumentan de forma similar, es decir, no hay diferencias significativas (P > 0,05) en

el incremento del namero de hembras y del nGmero de machos entre el GE y el GC.

Por otro lado, tal y como muestra la Figura 15, se analizo la eclosion de la progenie a lo largo
del tiempo para estudiar si el consumo de MFGM altera la dindmica de ovoposicion y eclosion,
y el ritmo de desarrollo. Por un lado, los resultados muestran que el maximo numero de
eclosiones ocurren el tercer dia de contaje en el GC, y en el segundo dia en el GE. Es decir, los
individuos de la progenie del GE alcanzan el estadio adulto con un dia de adelanto respecto al
GC. Por otro lado, los resultados indican que la dindmica de ovoposicion y eclosion no tiene
diferencias significativas, ya que, tanto la progenie del GC como la del GE dejan de eclosionar

5 dias después de la primera eclosion.
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Figura 15. Numero de descendientes que eclosionan en el GC y el GE a lo largo del tiempo. A: eclosion de la
progenie a lo largo del tiempo. Notese que los descendientes de las moscas tratadas con mazada al 3%
eclosionan un dia antes que los del grupo control. B: eclosién de la progenie macho. C: eclosion de la progenie
hembra. Nétese que el adelanto del ciclo vital (un dia) debido al tratamiento con MFGF afecta tanto a machos
como a hembras. Las barras verticales expresan el error estadistico de las medidas.
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Al analizar los resultados en funcion del sexo, la progenie registra el maximo ndmero de
eclosiones de machos el tercer dia tanto en el GE como en el GC. En cambio, registra el méximo
namero de eclosiones de hembras el segundo dia en el GE y el tercer dia en el GC. Es decir, las
hembras del GE alcanzan el estadio adulto un dia antes que las hembras del GC. Estos resultados
ponen de manifiesto que la suplementacion con MFGM acorta el ciclo de desarrollo de los

individuos en un 10 — 12% y que se asocia especificamente con las hembras Fa.

Estos resultados se compararon con la literatura para determinar si otros estudios han reportado
que dieta ejerza un efecto similar en la fecundidad de D. melanogaster. Grandison y col., 20009,
observaron que en un GE al que suministraban una dieta enriquecida en metionina aumentaba la
fecundidad respecto al GC con restriccion dietética (P = 0.02323). Igualmente, Chhabra y col.,
2013, reportaron un aumento significativo en la produccién diaria de huevos en el GE

alimentado con alimentos organicos frente al GC alimentado con comida convencional.

Del mismo modo, Lushchak y col., 2014, observaron que la adicion del 2% — 10% de sucrosa
a la dieta del GE reducia entre 3 y 6 veces la eclosion de huevos respecto al GC. También
observaron que la fecundidad del GE alimentado con dietas que contenian menos del 0,5% de

carbohidratos se reducia respecto al GC alimentado con dieta normal.

En vista de los resultados de este estudio y de los resultados reportados por la literatura, se
considera que la suplementacion con MFGM afecta el ciclo reproductivo de D. melanogaster
con gran relevancia, seguramente como consecuencia de su composicion rica en componentes

de elevada bioactividad.

Por un lado, en un futuro podria resultar interesante analizar la posible relacion entre la dieta,
la fecundidad y el SN para determinar si el efecto del consumo de MFGM sobre la fecundidad
de D. melanogaster se debe a que actiia sobre el “eje cerebro-gonadal” (Francis y col., 1993).
Para ello, interesaria analizar si la dieta tiene efectos en comportamientos relacionados con la
funcion del SN tales como la locomocidn, la escalada (geotaxis negativa), la percepcion de luz
y fototaxismo, la percepcién del olor, la actividad circadiana, y la longevidad (Nichols y col.,
2012; Oswald y col., 2015). En este sentido, durante la ejecucion de este trabajo se comenzé a
analizar el efecto de la administracion de MFGM en la longevidad de D. melanogaster, sin

embargo, estos estudios fueron interrumpidos debido a la emergencia sanitaria.

Por otro lado, debido a la escasez de estudios que analizan el efecto del acido linoleico en la
fecundidad, en un futuro podria resultar interesante analizar si el incremento de la fecundidad

registrado en este estudio esta relacionado con el incremento en los niveles de acido linoleico.
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4.2.3. Heredabilidad transgeneracional de D. melanogaster.

Al comparar el numero de descendientes del GC y el GE en la primera, segunda y tercera
generacion filiales -F1, F2 y Fs- los resultados muestran que la administracion de MFGM a la
generacion parental Go no solo aumenta el nimero de descendientes del GE respecto al GC en

la F1, sino que también aumenta el nimero de individuos del GE respecto al GC en F2 y Fa.

En la Figura 16 se observa que, en la generacion F2, el GE alcanzé los 2686 individuos -1348
machos y 1338 hembras- mientras que el GC alcanz6 1051826 individuos -949 machos y 877
hembras-. Por otro lado, la Figura 17 muestra el analisis estadistico de los datos normalizados
por hembra y dia, y parece indicar que la suplementacion con MFGM a la generacion parental
Go genera diferencias significativas (P = 0,0007) en el nimero de individuos de progenie del
GE de la F2 respecto al GC, ya que en el GE hubo de media de 8,57 eclosiones al dia mientras
que en el GC fue de 5,79 eclosiones al dia, con una diferencia de 3,77 (R? = 0.323). Es decir, la
fecundidad de las D. melanogaster del GE es un 47% superior a las del GC (P = 0,0007).
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Figura 16. Representacién grafica del nimero total de descendientes que eclosionan en generaciones filiales
sucesivas (F1, F2 y F3) de cada grupo, y separados por machos y hembras. Nétese que en todos los casos el
namero de descendientes es notablemente mayor en el grupo experimental que en el grupo control.
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Al clasificar los datos de la generacion F2 segun el sexo de la progenie, en el GE eclosionaron
de media 4,292 machos al dia mientras que en el GC eclosionaron de media 3,05 machos al dia,
con una diferencia de 1,24 (R? = 0.2773). Es decir, el GE tuvo de media un 41% mas machos
al dia que el GC, siendo esta diferencia significativa (P = 0,002). Por otro lado, en el GE
eclosionaron de media 4,28 hembras al dia mientras que en el GC eclosionaron de media 2,75
hembras al dia, con una diferencia de 1,53 (R? = 0.336). Es decir, el GE tuvo de media un 56%

mas hembras al dia que el GC, siendo esta diferencia significativa (P = 0,0005).
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Figura 17. Nimero de descendientes que eclosionan en las 3 generaciones filiales normalizado por hembra y
dia. (*P<0,1; **P <0,05; ***P <0,001; ****P <0,0001)

En la Figura 18 se analiza si el consumo del complemento enriquecido en MFGM por parte de
la generacion Go afecta de forma diferente a la progenie de la generacion F2 en funcién de su
sexo. El consumo de complemento enriquecido en MFGM no afecta de forma diferente a los
machos F2 respecto a las hembras F2, es decir, no hay diferencias significativas (P > 0,05) en el

incremento del nimero de hembras y del nimero de machos entre el GE y el GC.
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Por otro lado, tal y como se muestra en la Figura 19, se analiz6 el numero diario de eclosiones
de individuos de la F2 a lo largo del tiempo para estudiar si el consumo de MFGM por parte de
la generacion Go afecta al ritmo de desarrollo de las moscas de la F2. Los resultados muestran
que, tanto en el GE como en el GC, el maximo ndmero de eclosiones de la F2 ocurren el segundo

dia de contaje, y en ambos, los individuos dejan de eclosionar tras 5 dias de la primera eclosion.
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Figura 18. Diferencias en el incremento de la eclosion entre machos y hembras en generaciones filiales
sucesivas (F1, F2 y F3) (ns = no significativo).
En la Figura 16 se observa que en la generacion Fs, el GC tuvo 1282 individuos -600 machos y
682 hembras- mientras el GE tuvo 2096 individuos -1050 machos y 1046 hembras-.Por otro
lado, la Figura 17 muestra que el analisis estadistico de los datos normalizados por hembra y
dia indica que la suplementacion con MFGM a la Go genera diferencias significativas en el
namero de individuos del GE respecto al GC, ya que el GE tubo de media 6,70 eclosiones al dia
mientras el GC tubo de media 4,01 eclosiones al dia, con una diferencia de 2,69 (R? = 0.3429).
Es decir, la fecundidad de las hembras del GE es un 63% superior a las del GC (P = 0,0004).

Al clasificar los resultados de la Fs en funcion del sexo de la progenie, en el GE eclosionaron
de media 3,35 machos al dia mientras que en el GC eclosionaron de media 1,87 machos al dia,
con una diferencia de 1,476 (R? = 0.3545). El GE tuvo de media un 79% mas machos al dia que
el GC (P = 0,0003). Por otro lado, en el GE eclosionaron de media 3,35 hembras al dia mientras
que en el GC eclosionaron de media 2,14 hembras al dia, con una diferencia de 1,22 (R? =
0.3014). El GE tuvo de media un 56% mas hembras al dia que el GC (P = 0,0011).
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En la Figura 18 se analiza si el consumo del complemento enriquecido en MFGM por parte de
la generacion Go afecta de forma diferente a la progenie de la generacion Fs en funcion de su
sexo. El consumo de complemento enriquecido en MFGM no afecta de forma diferente a los
machos F3 respecto a las hembras Fs, es decir, en la F3 no hay diferencias significativas (P >

0,05) en el incremento del numero de hembras y del nimero de machos entre el GE y el GC.

En la Figura 19 se observa un anélisis el diario del nimero de eclosiones de individuos de la F3
para determinar si el consumo de MFGM por parte de la generacion Go afecta al ritmo de
desarrollo de las D. melanogaster de la generacion F2. Los resultados muestran que, tanto en el
GE como en el GC, el maximo namero de eclosiones de la Fz ocurren el segundo dia de contaje,

y en ambos, los individuos dejan de eclosionar 5 dias después de la primera eclosion.
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Figura 19. Nimero de descendientes que eclosionan en el GC y el GE de la segunda y tercera generacion
filiales a lo largo del tiempo A: nimero de descendientes de que eclosionan al dia en la segunda generacion
filial. B: nimero de descendientes de que eclosionan al dia en la tercera generacion filial.

Los resultados obtenidos en este estudio de heredabilidad transgeneracional se compararon con
la literatura para determinar si en otros estudios se ha reportado que el efecto ejercido por la

dieta parental se herede a las generaciones siguientes.

Vijendravarmay col., 2010, observaron que en el GE cuya generacion Go habia sufrido escasez
alimenticia la progenie F1 se desarrollaba 14 horas antes, y aumentaba su viabilidad en el MEA
respecto al GC cuya generacion Go habia sido alimentada con MEA. Asi mismo, Valtonen y
col., 2012, pusieron de manifiesto que en el GE cuyos progenitores Go habian sufrido escasez
alimenticia, aumentaba el tamafio corporal de los individuos de la descendencia respecto al GC

y, ademas, disminuia el tiempo de desarrollo respecto al GC.

Teniendo en cuenta los resultados, en un futuro resultaria interesante llevar a cabo diferentes
estudios de transcriptomica para analizar la expresion gendémica global en D. melanogaster
alimentadas con MFGM en comparacion al GC. Los resultados permitirian describir el perfil

de expresion génica y comprender las redes transcripcionales que controlan estas diferencias.
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Aqguellos genes cuya expresion aparezca aumentada o disminuida frente al GC, seran elegidos
para analizar su funcion utilizando el sistema de modulacion de expresion génica GAL4UAS
(Brand y Perrimon, 1993) mediante el cual se puede inactivar o sobre-expresarla mayoria de
los genes de D. melanogaster o realizar mutaciones utilizando la técnica CRISPR establecida
para D. melanogaster (Bassett y col., 2013). Los resultados permitiran conocer las redes génicas
que controlan cambios fisiologicos debidos a la MFGM y estudiar los mecanismos de accion
de estos genes en D. melanogaster. Debido al alto grado de conservacion génica de Drosophila,

estos resultados sentarian la base para los estudios en humanos.
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4. CONCLUSIONES.

1.

Mediante el proceso de optimizacion de concentracion de mazada liquida empleado en
este estudio, ha sido posible obtener un concentrado enriquecido en MFGM con elevado
contenido en fosfolipidos para realizar estudios de suplementacion nutricional.

La suplementacion de la ingesta de la generacion parental Go de D. melanogaster con un
3% de concentrado enriquecido en MFGM induce alteraciones en el lipidoma de los
individuos de la primera generacién filial, que se ponen de manifiesto por un aumento en
la concentracion de &cido linoleico, TAG de cadena larga (> CN50) y una reduccion en
la concentracion de los TAG de cadena corta e intermedia (< CN48).

La suplementacion de la ingesta de la generacion parental Go de D. melanogaster con un
3% de concentrado enriquecido en MFGM induce alteraciones en el perfil de clases
lipidicas de los individuos de la primera generacion filial, reduciendo la concentracion
relativa de LN, y aumentando la concentracién relativa de LP, sin embargo, la proporcion
entre FLs se mantiene constante.

La suplementacién de la dieta de la generacion parental Go de D. melanogaster con un
3% de concentrado enriquecido en MFGM duplica la fecundidad de las hembras, y acorta
el ciclo de vida de los individuos de la generacion filial en un dia respecto a los 9 - 10 en
que suele ocurrir.

El incremento en la fecundidad debido a la suplementacion de la dieta de la generacion
parental Go de D. melanogaster con un 3% de concentrado enriquecido en MFGM, es
heredado en la primera y segunda generaciones filiales. Sin embargo, el acortamiento del

ciclo de vida no parece heredarse en generaciones sucesivas.
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Anexo 1: Resultados primera generacion filial:

e Grupo experimental.

F1E1 F1E2 F1E3 F1E4
F1E11 F1E21 F1E31 F1E41
M H Total M H Total M H Total M Hembras _[Total
dia 0 [ 0 0| [ 0 o [ 0 0| 0 0 0|
dia 1 075] 115 19] 0,75 11 1,85 | 1,894736842| 2,842105263 4,73684211| | 166666667 1,77777778] 3,44444444)
dia 2 1,55 2 3,55 2 22 43| | 1210526316| 1,157894737] 2,36842105| | 1,05555556] 0,55555556] 1,61111111]
dia 3 0,85 09 1,75 0,75 0,6 135| | 0,631578947| 0,421052632| 1,05263158] | 0,27777778] 0,11111111] 0,38888889|
dia 4 02| o5 0,35 0,35 0,2 0,55 | 0,210526316] 0,157894737| 0,36842105| [ 0,11111111( 0,05555556] 0,1 7]
dia 5 o o005 0,05 0,05 0,05 0,1 | 0,052631578| 0,157894737| 0,21052632| | 0,11111111] 0,05555556] o, 7]
dia 6 [ [ 0 [ 0,1 0, 0| 0,052631579] 0,05263158] | 0,05555556 0 0,05555558]
dia 7 0 0 0 0,05 0 0,05 0 0 of 0 0 0
Sumaterio 335] 425 7,8 3,95 4,25 8, 4] 4,780473684| 8,78947368| [ 3,27777778] 2,55555556] 583333333
F1F12 F1E22 F1F32 F1F42
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 [ 0 0| [ 0 o [ 0 0| 0 0 0|
dia 1 1 13 23| | o888888889| 1444444444 233333333| | 1,777777778| 2,666666667] 4,44444444| | 2,27777778] 2,11111111 4,38888889)
dia 2 175 16 3,35 1777777778 2,111111111| 3,88888889| | 1,388888889| 1,3888888A9|2,77777778| | 138888889 0,77777778 2,1 7]
dia 3 1| o085 185] | 0,777777778| 0,777777778| 155555554 0,5] 0,388888889( 0,88888889| | 0,2222222) 0,05555556| 0,27777778
dia 4 025 025 0,5 | 0,277777778| 0,166666667| 0,44444444| | 0,166666667| 0,166666667]0,33333333| | 0,05555556[0,11111111] 0,1 7]
dia 5 01 005 0,15| | 0055555556 0,055555556]0,11111111| | 0,111111111] 0222222222 0,33333333] 0| 0,05555556 0,05555556]
dia 6 0 0 1] 0,055555556| 0,111111111( 0,1 7| 0 0 1] 0 0 1]
dia 7 o o005 0,05] 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 4,1 4,1 8,2 3,833333333] 4,666666667 8,5 | 3,944444444] 4,833333333] 8,77777778| | 3,.94444444] 3,11111111] 7,05555556]
F1E13 F1E23 F1E33 F1E43
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 [ 0 0| [ 0 o [ 0 0| 0 0 0|
dia 1 06| 105 1,65 07 14 2,1 19 2,8 47 19 1,65 3,55
dia 2 0,9 19 2,8 2,15 1,95 4,1 1,05 1,05 2,1 1,05 0,65 17|
dia 3 08 1 18] 0,6 0,9 1,5 0,6 0,25 0,85 03 0,15 0,45
dia 4 0,15 01 0,25] 04 0,1 0,5 0,1 02 0,3 0,15 0,05 0,2
dia 5 0,05 01 0,15] 0,05 [ 0,05 0,15 0,15 0,3 0,05 0,1 0,15]
dia 6 01 005 0,15] 0,05 [ 0,05 0,1 0,05 0,15] 0 [ 0
dia 7 0,1 [ 0,1 0 [ o 0 [ 0 0 [ 0
Sumatorio 27| a2 6,9 3,95 4,35 8,3 3,9 4,5 84 3,45 2,6 6,05
F1E14 F1E24 F1E34 F1E44
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 [ 0 0| [ 0 o 0 0 0| 0 0 0|
dia 1 0,85 12 2,05| | 0,789473684] 1,210526316 3| | 1388421053 2,157894737|3,52631579| | 2,05263158( 2,05263158| 4,10526316
dia 2 19 22 4,1 2,421052632| 2,368421053| 478947368 | 1421052632 1,1052631582,52631579) 1] 0,68421053| 1,68421053
dia 3 07| 105 175| | 0,631578047| 0,842105263| 1,47368421| | 0,526315789| 0,368421053| 0,89473684] | 0,15789474| 0,05263158] 0,21052632)
dia 4 0,3 02 0,5] | 0,315789474| 0,315789474| 0,63157895| | 0,105263158| o0,105263158]0,21052632| | 0,105263160,10526316] 0,21052632
dia 5 0,05 01 0,15] 0| 0,052631579] 0,05263158] | 0,105263158| 0,052631579] 0,15789474 0| 0,05263158] 0,05263158
dia 6 0,05 [ 0,05] | 0052631579 0,105263158] 0,15789474| | 0052631579 0] 0,05263158] 0 [ 0
dia 7 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 385 475 86| | 4,210526316] 4,8947368429,10526316| | 3,578947368| 3,789473684] 7,36842105| | 3,31578947] 2,94736842 | 6,26315789)
Sumatorio F1E1 Sumatorio F1E2 Sumatorio F1E3 Sumatorio F1E4
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0 0 0} 0 0 0 0 0 0
dia 1 08] 1175 1975| | o0779220779| 1,285714286]2,06493506] | 1736842105 2,618421053]4,35526316| | 1,97333333( 1,89333333 | 3,86666667
dia 2 1,525 1,925 3,45| | 2,000909091] 2,155844156]4,24675325| | 1263157895] 1,171052632| 2,43421053| 1,12[ 0,66666667 | 1,78666667|
dia 3 0,8375] 0,95 1,7875| | 0,688311688| 0,779220779)146753247| | 0,565789474| 0,3552631580,92105263) 0,24| 0,09333333] 0,33333333]
dia 4 0,225 0175 04| | 0337662338| 0,194805195|0,53246753| | 0,144736842| 0,157894737|0,30263158] |o 7 0,08 0,18666667
dia 5 0,05 0,075 0,125| | 0,038961039| 0,038951039] 0,07792208| | 0,105263158| 0,144736842 0,25 0,04| 0,06666667| 0,10666667]
dia 6 0,0375| 0,025 0,05| | 0,038961039] 0,0779220780,11688312| | 0,039473684] 0,026315789]0,06578947| | 0,01333333 0[ 0,01333333]
dia 7 0,025] 0,025 0,0375| | 0012987013 0[ 0,01298703] 0 0 0 0 0 0|
35 4325 7,825 3,987012987 4,532467532 | B51948052| | 3,855263158 4,473684211) 8,32894737| |3, 2,8 5,29333333
Sumatorio F1C1 * 80 Sumatorio F1C2 * 77 Sumatorio F1C3 * 76 Sumatorio F1C4 * 75
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 [ [ 0 [ [ o [ [ 0 0 [ 0
dia 1 64 94 158| 60 29 159| 132 199 331 148 142 200)
dia 2 122] 154 276) 161 166 327 % 89 185| 84 50 134
dia 3 67 76 143) 53 60 113] 43 27 70| 18 7 25|
dia 4 18 14 32| 26 15 41} 11 12 23| 8 6 14
dia 5 4 6 10 3 3 6 8 11 | 3 5 8|
dia 6 3 1 4| 3 3 9 3 2 5| 1 0 1]
dia 7 2 1 3| 1 0 1 0 0 0] 0 0 0]
280 346 626) 307 349 656} 293 340 633 262 210 472|
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e Grupo control.
Ficl F1C2 F1C3 F1C4
F1C11 F1021 F1C31 F1C41
M H Total M H Total M H Total M Hembras _|Total
dia 0 [ 0 0| [ 0 o [ 0 0| 0 0 0|
dia 1 01 005 0,15 0,05 0 0,05| | 0263157895] 0,421052632] 0,68421053| | 0,41176471] 0,76470588| 1,17647059)
dia 2 135 11 2,45 175 0,45 2,3 | 1578947368| 1,526315789] 3,10526316| | 1,05882353 1] 2,05882353]
dia 3 13| 085 2,15] 0,45 0,6 1,05| | 0,210526316| 0,263157895| 0,47368421| | 0,17647059] 0,05882353] 0,2352041)
dia 4 035] 035 07 0,1 0,1 0,2 0| 0,052631579] 0,05263158 0| 0,05882353| 0,05882353]
dia 5 0,05 02 0,25 [ [ o| | 0052631579 0] 0,05263158] 0 [ 0
dia 6 o o1 0,1 0,05 [ 0,05 [ [ 0 0 [ 0
dia 7 0,05 0 0,05 0 0 o 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 32| 265 5,85] 2,4 1,15 3,55| | 2,105263158] 2,263157895| 4,36842105] | 164705882 1,88235204] 3,52041175]
F1C12 F1022 F1C32 F1C42
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0, 0 0 0l 0 0 0, 0 0 0,
dia 1 0,05 01 0,15] [ 0,1 0, 0,1 07 0,8 0,6 0,85 1,45
dia 2 1,05 13 2,35 135 0,75 2,1 0,85 16 2,45 0,75 07 1,45
dia 3 1,05 11 2,15] 03 0,4 07 0,4 02 0,6 0,1 0,15 0,25]
dia 4 04 025 0,65 0,05 0,05 0,1 [ [ 0 0 0,05 0,05
dia 5 0,15 01 0,25 [ [ o [ 0,1 0,1 0 [ 0
dia 6 0,05] 005 0,1 [ [ o [ [ 0 0 [ 0
dia 7 0,05 0 0,05 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 2,8 2,9 5,7 17 13 3 1,35 26 3,95 1,45 175 3,2]
F1C13 F1023 F1C33 F1C43
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 [ 0 0 [ o 0 [ 0 0 [ 0
dia 1 o] o005 0,05 [ 0,05 0,05 0,15 0,75 0,9] [ 0,68421053] 0,68421053] 1,36842105]
dia 2 13 135 2,55 1,55 0,95 2,5 14 135 2,75 | 1,15789474] 1,10526316 2,26315789)
dia 3 14 12 2,6 0,55 0,65 1,2} 0,2 0,35 0,55 | o0.05263158] 0,10526316 0,15789474)
dia 4 0,25 01 0,35 0,05 0,05 0, 0,05 [ 0,05| | 010526316 0] 0,10526318]
dia 5 025] 005 0,3 [ [ o [ 0,1 0,1 0 [ 0
dia 6 o o005 0,05 0 0 o 0 0 0 0 0 0
dia 7 of o1 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 3,2 28 6| 2,15 17 3,85 18 2,55 4,35] 2| 1,89473684| 3,89473684
Fic14 F1024 F1C34 F1C44
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0
dia 1 0,05] 005 0,1 0| 0,105263158| 0,10526316] | 0277777778 0,5 0,77777778| | 0,42105263] 0,42105263 | 0,84210526
dia 2 1| 135 2,35 1,578947368| 0,315789474| 1,89473684| | 1444444444 1,22322222(2,66666667| | 0,68421053| 0,47368421| 1,15789474
dia 3 125 1 2,35| | 0,263157895| 0,263157895] 0,52631579| | o0,388888889| 0,111111111 0,5] |0,15789474| 0,05263158] 0,21052632]
dia 4 0,35 03 0,65] | 0,105263158] 0,157894737| 0,26315789 [ [ 0 0| 0,05263158] 0,05263158
dia 5 0,2 01 0,3 [ [ 0| | o0055555556 0 0,05555558] 0 [ 0
dia 6 01 o005 0,15 [ [ o [ [ 0 0 [ 0
dia 7 0,1 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 3,05 285 5,9 1,947368421| 0,842105263] 2,78947368| | 2 166666667 1833333333 4| | 126315789 1] 2,26315789)
Sumatorio F1C1 Sumatorio F1C2 Sumatorio F1C3 Sumatorio F1C4
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0| 0 0 o 0 0 0| 0 0 0|
dia 1 0,05 0,0625 0,1125| | 0,012658228| 0,0632911390,07594937| | 0,194805195| 0,597402597]0,79220779| | 053333333 0,68 1,21333333
dia 2 1175 125 2,425| | 1,556962025| 0,506320114] 2,06329114| | 1,311688312| 1,428571429]2,74025074| | 090666667 0,81333333 1,72|
dia 3 1,35 1,0375 2,2875| | 0,392405063| 0481012658 0,87341772| | 0208701299 0,233766234| 0,53246753] 0,12 0,09333333] 0,21333333|
dia 4 03375 025 0,5875| | 0,075949367| 0,088507595]0,16455696| | 0,012987013| 0,012987013]0,0257403| | 0,02666667 0,04] 0,06666667|
dia 5 0,1625| 0,125 0,275| [ [ 0| | o0,025974026] 0,051948052|0,07792208| 0 [ of
dia 6 0,0375| 0,0625 0,1] 0,012658228 0[ 0,01265823| 0 0 of 0 0 of
dia 7 0,05| 0,025 0,075] 0 0 0 0 0 0 [ 0 0]
3,0625 2,8 5,8625| | 2,050632911 1,139240506) 3,18987342| | 1844155844 2,324675325 4,16883117| | 158666667 1,62666667  3,21333333)
Sumatorio F1C1 * 80 Sumatorio F1C2 * 79 Sumatorio F1C3 * 77 Sumatorio F1C4 * 75
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0| 0 0 o 0 0 0| 0 0 0|
dia 1 4 5 9| 1 5 6| 15 46 61 40 51 91|
dia 2 04| 100 194) 123 40 163] 101 110 211] 68 61 129]
dia 3 100 83 183] 31 38 69| 23 18 41 9 7 16
dia 4 27 20 47, 6 7 13| 1 1 2| 2 3 5|
dia 5 13 9 29| 0 0 of 2 4 A 0 0 of
dia 6 3 5 8 1 0 1| 0 0 0| 0 0 of
dia 7 4 2 6 0 0 of 0 0 0] 0 0 0]
245 224 469| 162 90 252| 142 179 321| 119 122 241|
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Anexo 2: Resultados segunda generacion filial:

e Grupo experimental.
Fici F1C2 F1C3 F1C4
F1Cil F1C21 F1C31 F1C41
M Total M H Total M H Total M Hembras _|Total
dia 0 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0|
dia 1 14 1,5 29| |0.57894737] 0,78947368 1,36842105| | 0,05263158] 0,21052632| 0,26315789] | 0,26315789| 0,78947368 | 1,05263158|
dia 2 1,17241379 1,45 2,62241379| | 2,52631579( 2,52631579| 5,05263158| | 1,94736842| 1,89473684| 3,84210526| | 2,21052632] 1,84210526 4,05263158
dia 3 1,35 13 2,65] | 147368421] 1,10526316( 2,57894737| | 1,15789474] 0,78947368 | 1,94736842| | 0,57894737] 0,57894737] 1,15789474|
dia 4 0,85 0,6 1,45| |0,15789474| 0,10526316] 0,26315789| | 0,10526316| 0,10526316] 0,21052632| | 0,15789474 0,10526316| 0,26315789)
dia 5 0,4 0,3 0,7| |0.10526316 0[ 0,10526316 0| 0,05263158] 0,05263158| | 0,05263158] 0,05263158 0,10526316
dia 6 0,75 0,55 13| [ 0 0 [ o 0 [ [ 0
dia 7 0 0 0| 0 0 0| 0 [ 0| 0 0 0|
Sumatorio 5,92241379 5,7 11,6224138| | 4,84210526] 4,52631579| 9,36842105| | 3,26315789] 3,05263158| 6,31578947| | 3,26315789| 3,36842105 | 5,63157895|
F1C12 F1C22 F1C32 F1C42
M Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0| 0 0 0| 0 [} 0| 0 0 0|
dia 1 1,55 1,95 3,5 0,5] 0,55555556 1,06555556 0| 0,27777778] 0,27777778| | 0,38888889] 0,66666667 | 1,05555556)
dia 2 1,05 18 2,85 2,5] 2,22222222] 4,72222222| | 1,88888889] 1,77777778] 3, 7| | 2,55555556] 2,22222222 [ 4,77777778]
dia 3 1 17 2,7| |161111111] 1,16666667| 2,77777778] | 1.11111111] 088888889 2| |0,83333333] 0,72222222 1,55555556
dia 4 1,05 0,7 1,75| |o,05555556] 0,16666667| 0,22222223| | 0,16666667| 0,11111111] 0,27777778| | 0,22222223 0,16666667 | 0,3888888)
dia 5 0,25 0,25 0,5] |0.22222222] 011111111 0,33333333 0 0,05555556] 0,05555556| | 0,11111111 0] 011111121
dia 6 0,4 0,45 0,85 0 0 0| |o.05555556 0[ 0,05555556 0 [ 0
dia 7 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0|
Sumatorio 5,3 6,85 12,15| | 4,88888889] 4,22222222] 9,11111111] |32 3,11111111] 6,33333333| | 4,11111111( 3,77777778| 7,88888889)
F1C13 F1C23 F1C33 F1C43
M Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 [ 0| 0 0 0| 0 0 0| 0 [ 0|
dia 1 1,45 2,15 3,6 0,6 0,55 1,15| [ 0,15 0,15 0,2 0,55 0,75
dia 2 12 17 2,9 2,55 2,45 5| 1,95 1,85 3,8 2,35 18 4,15
dia 3 15 1,25 2,75 1,65 12 2,85 1,05 0,95 2| 0,6 07 13|
dia 4 1,25 0,55 18] 0,1 0,1 0,2 0,1 0,15 0,25 0,1 0,1 0,2]
dia 5 0,35 0,2 0,55 0,15 0 0,15] [o0,10526316 0,1] 0,2052631§] 0,1 [ 0,1
dia 6 03 0,55 0,85 0 0 0 0 [ 0 0 0 0
dia 7 0 0 0| 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 6,05 6,4 12,45 5,05 43 9,35] |3,20526316 3,2| 6,40526316 3,35 3,15 6,5)
Fic14 F1C24 F1C34 F1C44
M Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0| 0 0 0| 0 [ 0| 0 0 0|
dia 1 1 1,45 2,45 0,45 0,6 1,05 0,05 0,2 0,25 0,3 0,75 1,05]
dia 2 15 175 3,25 2,45 22 4,65 19 17 3,5 2,15 1,85 4
dia 3 1,25 1,55 28 1,35 1,15 2,5 1,05 0,9 1,95| 07 0,55 1,25
dia 4 0,55 0,85 1.4 0,1 0,1 0,2 0,15 0,2 0,35 0,15 0,1 0,25
dia 5 0,4 0,2 0,6 0,15 0,1 0,25 [ 0,15 0,15 [ 0,05 0,05
dia 6 0,5 0,4 0,9 0 0 0 0,05 [ 0,05 0 0 0
dia 7 0 0 0| 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 5,2 6,2 11,4 4,5 4,15 8,65 3,2 3,15 6,35 3,3 3,3 6,6
Sumatorio F1C1 Sumatorio F1C2 Sumatorio F1C3 Sumatorio F1C4
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0| 0 0 0| 0 [ 0| 0 0 0|
dia 1 1,35 1,7625 3,1125| |0,53246753| 0,64935065] 1,18181818| | 0,02597403 0,20779221] 0,23376623| | 0,28571429] 068831169 0,97402597
dia 2 1,3625 1,675 3,0375| | 250649351 2,35064935] 4,85714286| | 1,92207792| 1,80519481] 3,72727273| | 2,31168831( 1,92207792 | 4,23376623]
dia 3 1,275 1,45 2,725| | 1,51948052| 1,15584416( 2,67532468| | 1,00020909( 0,88311688] 1,07402597| | 0,67532468] 0,63636364 | 1,31168831
dia 4 0,925 0,675 16| | 0.1038961 0,11688312] 0,22077922| | 0,12987013| 0,14285714] 0,27272727| | 0,15584416] 0,11688312 | 0,27272727
dia 5 0,35 0,2375 0,5875| | 0,15584416] 0,05194805] 0,20779221| | 0,02597403| 0,09090009] 0,11688312| | 0,05493506 0,02597403 | 0,09090909)
dia 6 0,4875 0,4875 0,975 0 0 0| [o02597403 o[ 0,02597403 0 0 0|
dia 7 0 0 0] 0 0 0| 0 0 0] 0 0 0]
5,75 6,2875|  120375| |4,81818182 4,32467532|9,14285714| | 322077922 3,12987013|6,35064935| | 3,49350649 3,38951039 ) 5,88311688
Sumatorio F1C1 * 80 Sumatorio F1C2 * 77 Sumatorio F1C3 * 77 Sumatorio F1C4 * 77
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0 0 0 0 0 [ 0 0 0 0
dia 1 108 141 249 41 50 9] 2 16 18] 22 53 75|
dia 2 109 134 243 193 181 374 148 139 287 178 148 326
dia 3 102 116 218 117 89 208) 84 68 152 52 49 101
dia 4 74 54 128 8 9 17 10 11 2] 1 9 21
dia 5 28 19 47| 1 4 1§ 2 7 9 5 2 7
dia 6 39 39 78| 0 0 0 2 [ 2| 0 0 0
dia 7 0 0 0] 0 0 0] 0 0 0] 0 0 0]
460 503 963 371 333 704 248 241 89| 269 261 530]

44



e Grupo control.
F1E1 F1E2 F1E3 F1E4
F1E11 F1E21 F1E31 F1E41
M H Total M H Total M H Total M Hembras _[Total
dia 0 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0|
dia 1 11 1,35 2,45| |0.27777778] 0,66666667| 0,94444444| | 0,11111111] 0,66666667| 0,77777778| | 0,38888889] 0,61111111 1
dia 2 15 12 27| 261111111 1,7]4,31111121| | 1,38888889 1,5| 2,88888889| | 1,11111112] 1,05555556] 2,1 7
dia 3 1,05 0,6 1,65| | 1,16666667| 0,94444444] 2,11111111 0,5] 0,33333333| 0,83333333] | 0,16666667] 0,16666667| 0,33333333]
dia 4 0,4 0,3 0,7] |o0.05555556] 0,05555556] 0,11111111| | 0,27777778] 0,33333333| 0,61111111) | 0,05555556 0 0,05555556
dia 5 0,05 0 0,05 [ o 0 [ [ 0 [ [ 0
dia 6 0,05 0,05 0,1 0 [ 0 0 0 0 0 0 0
dia 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 4,15 3,5 7,65 [11111111] 3,36666667] 7,47777778| [ 2.27777778] 2,83333333[ 5,10111111] [ 17 1,83333333 3,55655556]
F1E12 F1E22 F1E32 F1E42
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0|
dia 1 1,35 18 3,15| 0,15 0,35 05| 0,15 0,35 0,5 0,3 0,25 0,55
dia 2 1,45 0,95 24 1,95 19 3,85) 1,75 1,45 3,2 1,55 14 2,95
dia 3 0,85 1,15 2| 0,9 0,55 1,45| 0,2 0,55 0,75 0,35 0 0,35
dia 4 0,25 0,1 0,35 [ 0,05 0,05 0,3 0,35 0,65 [ 0,05 0,05
dia 5 [ 0,1 0,1 [ o 0 [ [ 0 [ [ 0
dia 6 0,05 0,05 0,1 0 0 0 0 [ 0 0 [ 0
dia 7 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0|
Sumatorio 3,95 4,15 8,1 3 2,85 5,85 2.4 2,7 5,1] 2,2 17 3,9
F1E13 F1E23 F1E33 F1E43
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0|
dia 1 1,45 1,95 3,4 0,15 0,5 0,65 0,05 0,4 0,45] | 0,36842105] 0,73684211( 1,10526316|
dia 2 18 13 3,1] 2| 1,16666667| 3,1 7, 16 11 27| |126315789( 0,94736842| 2,21052632)]
dia 3 0,85 0,85 17| 0,95 0,45 1.4 07 0,25 0,95] |0,10526316] 0,10526316( 0,21052632|
dia 4 0,15 0,15 0,3 [ 0,05 0,05 0,35 0,15 05| |o05263158 0] 0,05263158
dia 5 0,05 0,05 0,1 0,05 o 0,05 [ [ 0 [ [ 0
dia 6 0 0,15 0,15 0 0 0 0 [ 0 0 [ 0
dia 7 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0|
Sumatorio 4,3 4,45 8,75 3,15| 2,16666667 | 5,31666667 2,7 19 46| | 178947368| 1,78047368| 3,57894737
F1E14 F1E24 F1E34 F1E44
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0|
dia 1 12 1,25 2,45 0,2 0,25 0,45 0,15 0,5 0,65| | 021052632 0,45 0,66052632]
dia 2 1,95 1,15 3,1] 2,1 15 3,5 15 14 29| [(1,47368421[ 1,26315789] 2,73684211]
dia 3 12 0,95 2,15 1 0,75 1,75) 0,5 0,45 0,95] | 021052632 0,05 0,26052632]
dia 4 0,35 0,3 0,65 0,05 o 0,05 0,5 0,3 0,8 0] 0,10526316] 0,10526316|
dia 5 0,35 0 0,35 0,05 o 0,05 [ [ 0 [ [ 0
dia 6 0,05 0,05 0,1 0 0 0 [ [ 0 0 [ 0
dia 7 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0|
Sumatorio 5,1 3,7 8,8 3.4 2,5 5,9) 2,65 2,65 53| | 1,89473684] 1,86842105] 3,76315789)
Sumatorio F1E1 Sumatorio F1E2 Sumatorio F1E3 Sumatorio F1E4
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0 0 [ 0 0 0 0 0 0 0
dia 1 1,275 1,5875 2,8625| |0,19230769] 0,43589744] 0,62820513| | 0,11538462| 0,47435897| 0,58974359| | 0,31578947| 0,51315789] 0,82894737 |
dia 2 1,675 1,15 2,825| | 2,15384615] 1,75641026 3,91025641| | 156410256 1,35897436 2,92307692| | 1,35526316] 1,17105263 [ 2,52631579|
dia 3 0,9875 0,9 1,8875| 1| 0,66666667| 1,66666667| | 0,47435897| 0,3974359] 0,87179487| | 0,21052632| 0,07894737| 0,28947368|
dia 4 0,2875 0,2125 0,5| |0.02564103] 0,03846154|0,06410256| | 0,35897436] 0,28205128| 0,64102564] | 0,02631579| 0,03947368| 0,06578947|
dia 5 0,025 0,0375 0,0625| |o0,02564103 0| 0,02564103 [ [ 0 [ [ of
dia 6 0,0375 0,0875 0,125) 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0|
dia 7 0 0 0] 0 0 0] 0 0 0] 0 0 0]
4,2875 3,975 8,2625| | 3,3974350 28974350  6,29487179| | 251282051 2,51282051) 5,02564103| | 1,90789474 1,80263158  3,71052632)
Sumatorio F1C1 * 80 Sumatorio F1C2 * 77 Sumatorio F1C3 * 76 Sumatorio F1C4 * 75
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0 0 [ 0 0 0 0 0 0 0
dia 1 102 127 229 15 34 9| 9 37 46| 24 39 63|
dia 2 134 22 226 168 137 305| 122 106 228| 103 89 192|
dia 3 79 72 151] 78 52 130] 37 31 68| 16 6 22|
dia 4 23 17 40| 2 3 5| 28 n 50| 2 3 5|
dia 5 2 3 5| 2 0 2| 0 0 of 0 0 of
dia 6 3 7 10 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0|
dia 7 0 0 0] 0 0 0] 0 0 0] 0 0 0]
343 318 661] 265 226 491| 196 196 392| 145 137 282|
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Anexo 3: Resultados tercera generacion filial:

e Grupo experimental.

F1C1 F1C2 F1C3 F1C4
F1C11 F1C21 F1C31 F1041
M H Total M H Total M H Total M Hembras __ |Total
dia 0 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0 0 0 0|
dia 1 0,75 09 1,65) 1,15 14 2,55 19 1,85 3,75] 0,5 0,9 1.4)
dia 2 2,1 18 3,9) 13 0,55 1,85) 0,6 08 1.4 0.7 0,8 1,5
dia 3 12 1 2,2 0,05 0,15 02| 0,15 0,1 0,25] 0,5 0,65 1,15]
dia 4 0,7 0,35 1,05 0,05 0 0,05 0,05 0,05 0,1 04 0,25 0,65
dia 5 0,5 0,25 0,75 0 0 0 0 0,1 0,1 0,25 0,1 0,35
dia 6 0,1 0,25 0,35 0 0 of 0 0,05 0,05) 0,3 0,35 0,65
dia 7 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0 0 0 0|
Sumatorio 5,35 4,55 9,9) 3,55 2,1 4,65 3,7 3,95 5,65) 3,65 3,05 5,7
FiC12 F1C22 F1C32 F1C42
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
dia 1 0,6 0,85 1,45] 1,25 1,5 2,75 18 1,75 3,55] 0,6 0,95 1,55)
dia 2 1,85 16 3,45) 09 0,5 1,4 0,85 09 1,75] 0,55 0,9 1,45]
dia 3 1.4 0,85 2,25 0,05 0,05 0,1 0,2 02 [ 0,45 0,8 1,25
dia 4 0,75 04 1,15) 0,05 0 0,05 0 0,1 0,1 0,45 0,4 0,85
dia 5 0,45 04 0,85 0 0,05 0,05 0,05 0 0,05) 0,3 0,15 0,45
dia 6 0,15 0,35 0,5 0 0 0 0 0 0 0,15 0,15 03]
dia 7 0 0 [i 0 0 0| 0 0 0 0 0 0|
Sumatorio 5,2 4,45 9,65 2,25 2,1 4,35 2,9 2,95 5,85] 2,5 3,35 5,85
F1C13 F1C23 F1C33 F1C43
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
dia 1 0,65 07 1,35 | 1,05263158| 1,78947368 2,84210526] | 2,16666667| 2,16666667| 4,33333333| | 0,61111111] 0,88888889 1.5]
dia 2 2,05 2 4,05 | 1,15789474 0,65 1,80789474| | 0,88888880| 1,05555556| 1,04444444| | 0,72222223| 1,05555556] 1,77777778
dia 3 1,1 1,15 2,25 | 0,10526316 0,1] 0,20526316| | 0,11111111] 0,05555556] 0,16666667| | 0,77777778| 0,77777778| 1,55555556]
dia 4 0,95 0,55 1,5 0 0 0| | o.05555556 0] 0,05555556] | 0,33333333] 0,38888889| 0,7222222))
dia 5 0,35 0,35 07| |o05263158 0[ 0,05263158] 0[ 0,05555556] 0,06555556| | 0,05555556] 0,11111111] 0,16666667]
dia 6 0,2 0,15 0,35 0 0 of 0 0 0| [0,05555556] 0,38888889] 0,44444444
dia 7 0 0 [} 0 0 0 0 0 i 0 0 0
Sumatorio 5,3 4.9 10,2| | 2,36842105| 2,53947368| 4,90789474| | 3,22222222| 3,33333333| 6,55555556] | 2,55555556] 3,61111111 | 6,16666667
F1C14 F1C24 F1C34 F1C4d
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 [} 0 0 0 0 i 0 0 0 i 0
dia 1 0,85 09 1,75| | 1,52631579] 1,68421053] 3,21052632| | 2,10526316] 1,89473684 4| | 0,68421053] 1,05263158] 1,73684211
dia 2 2 1,75 3,75| | 1,10526316] 0,84210526| 1,94736842| | 0,68421053] 0,84210526| 1,52631579] [(0,78947368[ 1,10526316| 1,89473684)
dia 3 1,25 0,95 2,2| | 0,15789474] 0,05263158] 0,21052632| | 0,15789474] 0,05263158] 0,21052632| | 068421053 0,94736842| 1,63157895|
dia 4 0,85 0.3 1,15 | 0,10526315 0] 0,10526316] | 0,10526316 0] 0,10526316] | 0,26315789] 0,15789474| 0,42105253]
dia 5 0,3 04 07| |o05263158 0| 0,05263158) 0| 0,05263158] 0,05263158| | 0,05263158| 0,21052632| 0,26315789)
dia 6 0,1 03 0.4 0 0 of 0 0 o| |0,15789474] 0,26315789] 0,42105263)
dia 7 0 0 0| 0 0 0| 0 0 0 0 0 0|
Sumatorio 5,35 46 9,95 | 2,94736842| 2,57894737| 5,52631579| | 3,05263158| 2,84210526| 589473684 | 2,63157895] 3,73684211| 6,36842105)
Sumatorio F1C1 Sumatorio F1C2 Sumatorio F1C3 Sumatorio F1C4
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 [ 0| 0 0 0| 0 0 0 0 0 0|
dia 1 0,7125 0,8375 1,55| | 1,24358974] 1,58974359] 2,83333333| | 1,98701299( 1,90009001| 3,8961039| | 0,5974025( 0,94805195| 1,54545455]
dia 2 2 1,7875 3,7875| | 111538462 0,64102564| 1,75641026] | 0,75324675| 0,8961039] 1,64935065| | 0,68831169( 0,93506494| 1,62337662|
dia 3 1,2375 0,9875 2,225| | 0,08974359] 0,08974359] 0,17948718| | 0,15584416| 0,1038961] 0,25974026| | 0,5974026| 0,79220779] 1,38961038|
dia 4 0,8125 04 1,2125 | 0,05128205 0[0,05128205] | 0,05194805] 0,03896104| 0,09000209| | 0,36363636| 0,2987013] 0,66233766)
dia 5 0,4 0,35 0,75| | 0.02564103] 0,01282051] 0,03846154| | 0,01298701( 0,05194805] 0,06493506| | 0,15584416] 0,14285714] 0,2987013|
dia 6 0,1375 0,2625 04| 0 0 of 0| 0,01298701| 0,01298701] | 0,20779221] 0,28571429 0,49350648|
dia 7 0 0 | 0 0 0| 0 0 0 0 0 0)
5,3 4,625 9,925 | 2,52564103 2,33333333) 4,85897436| | 2,965103896 3,01208701) 597402597| | 2,61038961 3,4025974  6,01298701]
Sumatorio F1C1 * 80 Sumatorio F1C2 * 78 Sumatorio F1C3 * 77 Sumatorio F1C4 * 77
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 [ [ 0 [ 0 0 0 0 0 [ 0 0
dia 1 57 67 124] 97 124 221 153 147 300) 73 119]
dia 2 160 143 303| 87 50 137 58 69 127 53 72 125]
dia 3 99 79 178 7 7 14) 12 8 20 61 107
dia 4 65 2 97| 4 0 4 4 3 7 28 23 51
dia 5 32 28 60| 2 1 3| 1 4 5| 11 23]
dia 6 11 21 32| 0 0 [i] 0 1 1] 16 2 ER|
dia 7 0 0 | 0 0 0| 0 0 0 0 0 |
424 ET 794| 197 182 379| 228 232 460) 201 262 463

46




e Grupo control.
F1E1 F1E2 F1E3 F1E4
F1E11 F1E21 F1E31 F1E41
M H Total H Total H Total Hembras __ [Total
dia 0 0 [ 0 0 0 0| 0 [ 0 0 [ 0
dia 1 0,35 0,55 0,9) 0,85 1,5 2,35 1,5 0,8 23] 0,65 0,55 1,2
dia 2 1,55 14 2,95] 0,55 0,45 1 0,1 0,45 0,55 0,1 0,45 0,55)
dia 3 0,5 0,75 1,25] 0 0,05 0,05 0,05 0,1 0,15 0,2 03 0,5
dia 4 0,45 04 0,85) 0,05 0 0,05 0 0 0 0,35 02 0,55)
dia 5 0,25 0,45 0,7 0 0 0 0 0,05 0,05 0,1 0,15 0,25
dia 6 0,3 02 0,5 0 0 0 0 0 0 0,05 0,05 0,1
dia 7 0 0 0 0 0 0| 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 3,4 3,75 7,15| 1,45 2 3,45) 1,65 1,4 3,05) 1,45 17 3,15]
F1E12 F1E22 F1E32 F1E42
M H Total H Total H Total H Total
dia 0 0 0 0 0 0 0| 0 0 0 0 0 0
dia 1 0,2 0,35 0,55) 1 1,25 2,25 0,85 12 2,05 0,35 04 0,75)
dia 2 13 1,55 2,85 0,45 0,35 0,8 03 0,2 0,5 0,3 0,55 0,85)
dia 3 0,55 09 1,45] 0 0,1 0] 0 0 0 0,2 0,35 0,55)
dia 4 0,65 0,45 1] 0 0 0| 0 0 0 0,15 0,1 0,25)
dia 5 0,4 04 0,8 0 0 0| 0 0 0 0,25 0,05 0,3]
dia 6 0,15 03 0,45] 0 0 o| 0 0 0 0,1 0,05 0,15]
dia 7 0 0 0 0 0 [i 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 3,25 3,95 7,2) 1,45 17 3,15| 1,15 14 2,55 1,35 1,5 2,85)
F1E13 F1E23 F1E33 F1E43
M H Total H Total H Total H Total
dia 0 0 0 0 0 0 0| 0 0 0 0 0 0
dia 1 0,4 0,45 0,85) 0,7 1,05 1,75| 0,75 13 2,05 0,7 05 1,2
dia 2 1,45 12 2,65) 0,6 03 0,9) 02 0,35 0,55 0,2 07 0,9)
dia 3 0,35 08 1,15] 0,05 0 0,05 [ 0,05 0,05 0,25 0,1 0,35)
dia 4 0,45 04 0,85) 0 0,05 0,05 0 0 0 0,45 0,15 0,5
dia 5 0.2 0,5 07| 0 0 0 0 0 0 0,1 0,25 0,35
dia 6 0,1 04 0,5 0 0 0| 0 0 0 0,2 0,05 0,25)
dia 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sumatorio 2,95 3,75 6,7 1,35 14 2,75 0,95 17 2,65 19 1,75 3,65
F1E14 F1E24 F1E34 F1E44
M H Total H Total H Total H Total
dia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
dia 1 0,3 06 0,9) 0,9 1,15 2,05 0,95 1,05 2 0,6 07 13
dia 2 1,15 1,25 2,4 0,8 0,5 1.3 0,25 0,15 04 0,15 04 0,55)
dia 3 0,8 07 1,5] 0 0,05 0,05 0 0 0 0,2 02 0,4
dia 4 04 0,75 1,15] 0 0 0| 0,05 0 0,05 0,15 0,1 0,25)
dia 5 0,4 0,25 0,65) 0 0 0 0 0 0 0,25 0,1 0,35)
dia & 0,2 0,25 0,45) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
dia 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0|
Sumatorio 3,25 38 7,05 17 17 3,4 1,25 12 2,45 1,35 15 2,85
Sumatorio F1E1 Sumatorio F1E2 Sumatorio F1E3 Sumatorio F1E4
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
dia 1 0,3125 0,4875 0,8] 0,8625 1,2375 2,1 1,0125 1,0875 2,1 0,575 0,5375| 1,12658228|
dia 2 1,3625 1,35 2,7125| 0,6 0,4 1 0,2125 0,2625 0,475 0,1875 0,525] 0,72151800|
dia 3 0,55 0,7875 1,3375| 0,05 0,05 0,4 0,0125 0,0375 0,05 0,2125 0,2375| 0,44303797|
dia 4 0,4875 05 0,9875| 0 0,0125 0,0125] 0,0125 0 0,0125 0,275 0,1375| 0,43037975|
dia 5 0,3125 04 0,7125| 0,0125 0 0,0125| 0 0,0125 0,0125 0,175 0,1375] 0,29113924|
dia 6 0,1875 0,2875 0,475 [ 0 o| [ 0 0 0,0875 0,0375] 0,12658228|
dia 7 0 0 0 0 0 of 0 0 0 0 0 o
3,2125 3,8125 7,025 1,525 17 3,225 1,25 14 2,65 1,5125 1,6125 3,125
Sumatorio F1C1 * 80 Sumatorio F1C2 * 80 Sumatorio F1C3 * 80 Sumatorio F1C4 = 79
M H Total M H Total M H Total M H Total
dia 0 0 [ 0 0 0 0| 0 [ 0 0 [ 0
dia 1 25 39 64 69 99 168 81 87 168 46 43 89)
dia 2 109 108 217] 48 32 80| 17 21 38| 15 42 57,
dia 3 44 63 107 4 4 8 1 3 4 17 19 35|
dia 4 39 40 79 0 1 1 1 0 1 22 11 34|
dia 5 25 32 57| 1 0 1 0 1 1 14 11 23|
dia 6 15 23 ag| 0 0 0 0 0 0 7 3 10
dia 7 0 0 of 0 0 | 0 0 0 0 0 of
257 305 563 122 135 258 100 112 21| 121 129 250
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