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RESUMEN

El presente estudio tuvo por objetivo evaluar tres azcares (Fructosa, trehalosa y sacarosa)
empleados en un dilutor basico de facil preparacion, con el fin de determinar cual de ellas
conserva mejor la calidad del semen refrigerado a 5°C. Los 15 eyaculados de perro fueron
distribuidos en 3 alicuotas cada uno. Estas alicuotas fueron diluidas con un dilutor en base
a leche descremada + yema de huevo, con un azucar distinto a evaluar (Fructosa,
Trehalosa y Sacarosa). Los tres tratamientos fueron evaluados a las 0, 24 y 48 horas de
refrigeracion y se evaluaron los siguientes pardmetros: motilidad, viabilidad y produccion
de peroxido de hidrogeno. En ninguno de los tres tratamientos se encontraron diferencias
significativas entre los azucares para la variable de motilidad (p=0.0962) y se obtuvieron
resultados aceptables para ser utilizados para inseminacion artificial solo hasta las 24
horas, en el caso de Fructosa (60.33%) Trehalosa (64.46%) y para Sacarosa (47.66%).
Con respecto a la viabilidad espermatica, no hay diferencias significativas entre los
azUcares (p=0.2592) encontrandose resultados aceptables para las tres azucares solo hasta
las 24 horas de refrigeracion por encima del 50%, para el caso de Fructosa (64.26%),
Trehalosa (64.20%) y sacarosa (54.66%). Finalmente, tampoco hay diferencia
significativa entre los azlcares en cuanto a la produccion de peréxido de hidrogeno
(p=0.7980) pero hubo una tendencia al aumento considerable de la produccion de
perdxido de hidrogeno a las 48 horas con respecto a las 24 horas. Se concluye que, a las
24 horas de refrigeracion, las muestras tienen pardmetros aceptables para la inseminacion
artificial (mayores valores de motilidad, viabilidad espermatica y menor produccion de
peréxido de hidrogeno), en comparacion con las 48 horas. Ademas, el empleo de
cualquiera de los 3 azucares no influira en la conservacion de las caracteristicas
espermaticas. Es posible emplear un dilutor de fabricacion casera para el transporte de

espermatozoides de canino.

Palabras clave: Canino, espermatozoide, dilutor, semen refrigerado
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ABSTRACT

The present study was designed to evaluate three sugars (fructose, trehalose and sucrose)
used in a basic diluent of easy preparation, in order to determine which of them preserved
the quality of cooled semen at 5 ° C. The 15 dog ejaculates were distributed in 3 aliquots
each. These aliquots were diluted with a skimmed milk and egg yolk based dilatant, with
a different sugar to evaluate (Fructose, Trehalose and Sucrose). The three treatments were
evaluated at 0, 24 and 48 hours of refrigeration, and the following parameters were
evaluated: motility, viability and production of hydrogen peroxide. No significant
differences were found in neither three treatments between the sugars for the motility
variable (p = 0.0962), and acceptable results were obtained to be used for artificial
insemination only up to 24 hours, in the case of Fructose (60.33%) Trehalose (64.46%)
and for Sucrose (47.66%). Regarding the sperm viability, there are no significant
differences between sugars (p = 0.2592), finding acceptable results for the three, only up
to 24 hours of cooling above 50%, for the case of Fructose (64.26%), Trehalose (64.20%)
and sucrose (54.66%). Finally, there is no significant difference between the sugars in
terms of the production of hydrogen peroxide (p = 0.7980) but there was a tendency to a
considerable increase in the production of hydrogen peroxide at 48 hours compared to 24
hours. It is concluded that there are better results at 24 hours, obtaining better values of
motility, sperm viability and lower production of hydrogen peroxide. Moreover, the use
of any of the three sugars will not influence the conservation of the spermatic
characteristics. It is possible to use a homemade dilutor for the transport of canine sperm
during the short time (less than 24 hours). In conclusion, after 24 hours of refrigeration,
the samples have acceptable parameters for artificial insemination, compared to 48 hours,
since there are higher values of motility, sperm viability and lower production of
hydrogen peroxide. In addition, the use of any of the 3 sugars will not influence the
conservation of sperm characteristics. It is possible to use a homemade dilutor for the

transport of canine sperm.

Key words: Canine, spermatozoon, dilutor, refrigerated semen
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. INTRODUCCION

En la actualidad, la crianza de perros es una aficién de distribucion mundial, por lo que
la conservacion de semen y la inseminacion artificial se han convertido en temas de
importancia en la medicina veterinaria. Por ello, es necesaria la investigacion y la
busqueda de nuevos protocolos para preservar el semen y tratar de afectar lo menos

posible la calidad del semen (Flores et al., 2010)

Hoy en dia el avance en la biotecnologia reproductiva animal aplicada a caninos nos hace
buscar un dilutor que implique un menor costo econémico, practico y que conserve
adecuadamente la calidad del semen, para asi tener mayor éxito para la inseminacién
artificial, empleando semen refrigerado. Como indica Sirivaidyapong et al., (2000) ha
sido demostrado que la composicién de los dilutores para conservar semen canino puede
afectar el tiempo de almacenamiento y calidad espermaética. Por lo tanto, Yildiz et al.
(2000), propone que los azucares sirven como fuente de energia para la célula
espermatica, también permiten el mantenimiento de la presion osmotica y cumplen una
accion crioprotectora, por ello, la inclusion de azucares en los dilutores sirve para la

preservacion de semen canino.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar tres azucares (fructosa, trehalosa y
sacarosa) suplementadas en un dilutor de refrigeracion para semen canino y lograr
diferenciar cuél de los tres azucares conserva mejor la calidad del semen, por lo tanto, se
podra tomar como base los resultados obtenidos, para poder disefiar protocolos de

inseminacion artificial a larga distancia y ademas dichos protocolos incluye insumos de

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




¥* TESIS CIENTIFICA

facil consecucion, bajo costo y de una manera sencilla se aborda el tdpico de la

reproduccion canina con programas de biotecnologias actualizadas.
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11. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Inseminacién Artificial en caninos.

Con el paso del tiempo se han desarrollado diversas técnicas en busca de la mejora
reproductiva en diferentes animales domésticos, donde se han desarrollado diversas
tecnologias, por ejemplo; inseminaciéon artificial, transferencia de embriones,
criopreservacion, entre otras. Por lo tanto estas tecnologias nos han permitido tener
diversas herramientas las cuales nos permiten acceder a manipular la actividad
reproductiva de los animales domeésticos, con el fin propagar la carga genética de

animales superiores en menor tiempo. (Madrid, 2014)

Es por ello que se considera que la inseminacion artificial tiene como objetivo la mejorar
genética de la especie. Asi mismo, se puede emplear cuando se presentan problemas que
interfieren con la monta natural. Esto se puede dar por un comportamiento anormal o
indeseable, prevenir la trasmisién de enfermedades venéreas o problemas anatomicos

adquiridos. (Paramo, 2005)
2.1.1. Causas del empleo de la inseminacion artificial en caninos:

Existen varias causas por las cuales se prefiere la inseminacién artificial sobre la monta

natural en caninos.
2.1.2. Comportamiento indeseable:

Este comportamiento afecta a ambos sexos que se manifiesta como agresividad o timidez.
La presentacion mas comun en la hembra consiste en rechazar a ser montada lo que genera
que ella se siente cada vez que el macho se acerca, esto sucede en perras que son bastante
consentidas por los duefios, que paran en brazo de los duefios como los yorkshire terrier,
poodle etc. (Paramo, 2005)
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2.1.3. Problemas anatomicos:

Los problemas de anatomia son los propios de la raza en particular o con los cuales nacid

el perro.

Por ejemplo, en caso de hembras se puede observar estrechez vestibulo-vaginal, el cual
origina dolor a la hembra a la hora de la penetracion, lo cual hard que no acepte més la
monta. Asi mismo, se puede observar en la practica que existen muchas hembras con la
vulva muy pequefia y mal posicionada, lo cual genera dificultad para el macho en la monta

y este intento constante puede originar irritacion del pene. (Paramo, 2005)

Por otro lado, se puede observar que razas el bulldog inglés, bulldog francés o el
dashhound, presentan problemas para reproducirse por presentar los miembros
posteriores cortos lo cual les dificulta la monta del macho. (Paramo, 2005)

2.1.4. Problemas de origen adquirido:

Estos problemas ocurren normalmente en los perros de edad avanzada donde son mas
propensos a sufrir problemas articulares, columna etc. Ademas, estan los que se presentan
en cualquiera edad; como el sobrepeso en el macho, que dificulta la monta, ya que la
hembra no va a poder sostenerlo en el acto. Otros de los problemas adquiridos, son por
transmision de enfermedades venéreas; entre las enfermedades mas conocidas
transmitidas por la copula, se encuentran: brucelosis, leptospirosis, tumor venéreo

transmisible y micoplasma. (Paramo. 2005)
2.2 Coleccion y evaluacién del semen canino

La coleccion de semen puede ser realizada por procedimiento manual, que es el méas
popular ya que no requiere de implementos especializado y es de bajo costo. Es
recomendado dejar un descanso sexual de 5 dias al macho reproductor para tener una
muestra de mejor calidad. A la hora de hacer la coleccion de semen se debe tener en
cuenta la libido y la facilidad de manejo del macho, por lo tanto, es beneficioso utilizar a
una perra en celo para la coleccion de muestra ya que facilita la obtencion del semen.
Aungue en muchos casos no hay presencia de la hembra para la coleccion de semen se
pueden utilizar feromonas comerciales en caso del que macho sea renuente. El
equipamiento es minimo, se utiliza un recipiente estéril para colectar el semen, pueden

ser tubos de vidrio, cubiertas de jeringas estériles. (Bonilla et al., 2007)
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Como parte del manejo inicial del semen se deberéa tener en cuenta un analisis minucioso
en fresco de manera obligatoria a fin de determinar la motilidad y concentracién. (Bonilla
et al, 2007). Esta evaluacién basica debe ser realizada rutinariamente a fin de descartar

una posible infertilidad del macho.
2.2.1 Volumen y color:

El eyaculado canino tiene variaciones en cuanto al volumen y concentracion espermatica,
esto causado principalmente por las variaciones de tamafio entre los ejemplares de la
especie canina y por supuesto entre las diferentes razas y no tiene relacion con la fertilidad
del animal. EI semen canino se halla conformado por dos elementos: un elemento celular
conformado por los espermatozoides y un elemento liquido denominado plasma seminal,
formado prioritariamente por la secrecion prostatica. Cabe resaltar que el semen es

eyaculado en tres fracciones (Carlotto, 2011).

El semen de los caninos tiene una coloracién blanco lechoso, el aspecto da una idea de la
concentracion espermatica, mientras mas blanco lechoso, mayor sera la concentracion.
Con respecto al volumen, éste va a variar dependiendo de la raza, edad y tamafio. Este

puede variar desde 1ml hasta 40ml (Dinatolo, 2011).
2.2.2 pH

El pH del semen canino va a depender de cuanto liquido prostatico se ha obtenido en la
muestra, este tiene una variacion entre 6.3 a 7. Cuando hay alteraciones en los testiculos
como inflamacion o no hay una recoleccién completa el pH serd menor afectando asi la
motilidad espermatica. Se cree que el fluido alcalino de liquido prostatico favorece la
motilidad espermatica y ayudar a neutralizar la acidez de la vagina en la eyaculacion.
(Bonilla et al., 2007).

2.2.3 Concentracion

La concentracion debe ser calculada de cada eyaculado para asi poder conocer el nimero
total de espermatozoides presentes en el semen. El método para hacer este calculo puede
ser empleado por la camara de Neubauer. En el perro oscilan entre 300-2000 x 108
espermatozoides/mL, considerandose normal para un perro de tamafio mediano 300 x 10°
esp/mL (Alamo, 2007)
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2.2.4 Motilidad

La motilidad se mide por los espermatozoides en movimiento. Se considera la motilidad
masal y la motilidad individual. Esta motilidad puede afectarse cuando hay cambios de
temperatura o por la presencia de sustancias toxicas, como detergente en el equipo
recolector. El valor normal de motilidad en semen fresco es de 85-95%. Se ha demostrado
que 200 x 106 espermatozoides madviles en semen fresco, es un adecuado valor para tener

tasas de fertilidad similares a los de monta natural. (Alamo, 2007)
2.2.5 Viabilidad

Las técnicas mas utilizadas para evaluar la viabilidad espermatica son los métodos de
tincion vital , la cual va a permitir poder distinguir los espermatozoides vivos de los
espermatozoides muertos debido a la membrana plasmética y su permeabilidad a los
colorantes, por lo tanto los espermatozoides que tengan una membrana plasmatica intacta
no van a permitir que el colorante internalice la célula y un espermatozoide con una
membrana no funcional si permite el pasaje del colorante y la célula se tifie (Alamo,
2007).

La evaluacion de la viabilidad espermaética debe realizarse en microscopio con aceite de
inmersion a un aumento de 1000X. Se evaltan 100 espermatozoides y se determinan
como Vvivos 0 muertos. Los espermatozoides muertos ser veran de color rosado por la

tincién de la eosina (Bonilla et al., 2007).
2.2.6 Especies reactivas de oxigeno

Hay gran variedad de propuestas para medir el estrés oxidativo, donde se determina el
dafio causado por radicales libres, dentro de los cuales se incluyen medicion de lipido,
proteinas y ADN oxidados (Sanchez et al., 2004, Chihuailaf et al., 2002)

En cuanto a la medicidn de estrés oxidativo se encuentra la medicion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), en las cuales existen varias técnicas para medir ROS, dentro de las
técnicas mas utilizadas se encuentra la fluorescencia de la diclorofluoresceina, que es la
oxidacion de la 2-7-diclorofluoresceina (DCFH) al compuesto fluorescente 2-7-
diclorofluoresceina oxidada (DCF) por la presencia de perdxido de hidrogeno, y permite
utilizar esta reaccion como indicador especifico como formacion de esta especie reactiva,
este método se utiliza ampliamente en la deteccion de perdxido de hidrogeno. La

6
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fluorescencia producida por la DCF se mide 498nm de excitacion y 522 de emision
(Sénchez et al., 2004).

En los que respecta a los fluorocromos, los més utilizados se encuentran: el yoduro de
propidio (YP), el bromuro de etidio, el naranja de acridina, el Hoechst 33342, el naranja
de tiazol, la mitramicina y la cromomicina A3. Los dos son los que mas se utilizados,
estos fluorocromos se excitan a longitudes de onda de 488 nm. y se unen de forma
estequiométrica al ADN de doble cadena, donde se intercalan entre la doble hélice (Matas,
1997, pp 19).

Una vez tefiidos los espermatozoides y vistos al microscopio los que producen ROS se
tifien de color verde, mientras que los vivos no se tifien y los muertos seran observados

de color rojo.
2.3 Empleo dilutores de semen canino

Los dilutores de semen contienen componentes protectores que permiten la sobrevivencia
espermatica fuera de tracto reproductivo. Ademas de esto aumentan el volumen de la
dosis de inseminacion. Para ello las muestra de semen deben ser diluidas lo mas pronto
posible, dentro de un recipiente estéril y tapado, en un sitio sin luz a grados de temperatura
propios del ambiente en el cual se encuentre, para evitar el shock térmico y enfriamiento
0 recalentamiento, también se debe evitar demasiado movimiento o sobrexposicién

ambiental, es decir, sobreexposicion al aire o a la luz solar directa. (Bonilla et al., 2007)
Las funciones que tienen los dilutores son los siguientes:

- Contribuir con una nutricion que requieren los espermatozoides para el
metabolismo aerobico y anaerdbico.

- Proporcionar lipoproteinas y/o lecitinas que cuiden a los espermatozoides del
“choque térmico”.

- Aumente el eyaculado para mayor cantidad de porciones por inseminacion.

- Se utiliza como buffer contra las modificaciones del pH que se originan en razon
del incremento del metabolismo en las células espermaticas.

- Conservar las continuas presiones osmoticas y el calculo electrolitico en el medio
que cubre a las células espermaticas, y en contribuye a generar sustancias que

eviten el desarrollo bacteriano. (Santa Cruz, 2011; Lopez, 2015)
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Actualmente se encuentran dilutores de excelentes y de facil utilidad, solamente sera de

utilidad adicionarles agua y yema de huevo como sustancias aditivas. (Santa Cruz, 2011)

2.3.1 Componentes orgéanicos del dilutor

Estos componentes previenen el shock térmico de las células espermaticas al inicio de la
refrigeracion. Los componentes mé&s adicionados para la proteccion de los
espermatozoides de diferentes especies frente al descenso de temperatura son: yema de
huevo y leche. (Pineda et al., 2007).

2.3.1.1 Yema de huevo:

La yema de huevo es un componente basico que esté en casi todos los diluyentes por su
papel protector y conservador de los espermatozoides esta ligado a los compuestos lipido-
proteicos y lipidicos de la yema de huevo, igualmente contiene glucosa que puede ser
metabolizada por los espermatozoides, ciertas proteinas, vitaminas hidrosolubles y
liposolubles las cuales poseen un cierto grado de viscosidad que pueden beneficiar a las

células espermaticas (Vargas, 2015).

Los huevos utilizados deben ser del dia (siendo lo ideal de 24 horas de puesto), deben ser
lavados con jabon liquido y luego ser introducidos por 5 minutos en alcohol, con el fin

de evitar la contaminacion del semen. (Lopez, 2015)
2.3.1.2 Leche:

La leche es un componente comunmente utilizado como diluyente de semen en la mayoria

de las especies, y tiene un buen rendimiento tanto in vitro como in vivo (Diaz, 2015).

Dentro de los componentes de la leche se encuentran las proteinas, estas “tienen accion
amortiguadora a los cambios de pH y también actian como quelantes para cualquier
metal pesado que pueda estar presente” (Salamon et al., 2000). Sin embargo la principal
proteina de la leche es “la caseina, tiene accion antioxidante por lo tanto accion protectora
de los espermatozoides durante el proceso de enfriamiento” (Foote, 2002). Por otro lado,
la lactenina que es otra proteina que también esta presente en la leche, tiene efecto tdxico
para los espermatozoides, por lo que es necesario calentar la leche a temperaturas mayores

a los 90°C, para que se inactive la proteina. Por lo que el uso de leche tratada con altas
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temperaturas (UHT) es muy recomendado por su condicion de esterilidad y por no

requerir calentamiento previo (Salamon et al., 2000)

La adicion de yema de huevo a la leche descremada mejora la viabilidad de los
espermatozoides durante el almacenamiento en la refrigeracion, como asi también su
fraccion de fosfolipidos proporciona proteccion a los espermatozoides y membrana
acrosomal contra golpe de frio. También ha sido especulado que la leche y la yema de
huevo tienen un efecto sinérgico, de proteccidn sobre el esperma a causa de su accion

anéloga en el secuestro de proteinas del plasma seminal. (Vargas, 2015)
2.3.1.3 Azlcares:

La suplementacion de azucares al dilutor ayuda a incrementar el sustrato energético de
los espermatozoides. (Sanchez et al., 2002). Ademas de servir como fuente de energia
para el espermatozoide, ayudan a mantener la presion osmética y desempefiando una
accion crioprotectora. (Yildiz et al., 2000). Los azlcares que mayormente son empleados
para la congelacion de semen de especies domesticas son: la lactosa, la fructosa, la
glucosa, la sacarosa, la rafinosa y la trehalosa (Rossi, 2012), Ademas Se ha comprobado
en otras especies que los azlcares como la glucosa, trehalosa, y sacarosa en un dilutor
reducen el dafio acrosomal. Por otro lado, la fructosa y xilosa, mejoran la motilidad junto
con la viabilidad y porcentajes de acrosoma intacto. Ademas, la trehalosa, xilosa y
fructosa tiene aumento significativo de las tasas de espermatozoides activos totales en
comparacion con otros azucares. Por lo tanto, la suplementacion de diferentes tipos de
azUcares va a variar en su capacidad de proteccion en los espermatozoides. (Yildiz et al.,
2000) Por lo tanto es de gran importancia la adicion de azlcares al dilutor para mantener
los niveles adecuados de motilidad espermatica e integridad funcional de membrana
(Flores et al., 2002)

a. Glucosay fructosa:

Son sustancias no penetrantes que actuan osmaticamente, lo cual promueve que se
presente una deshidratacién celular durante la disminucion de la temperatura, que impide
la formacidon de grandes cristales de hielo intracelular. Diversos estudios sostienen que
estas sustancias disminuyen el efecto de la elevada concentracion intracelular de solutos,

y por ende son mas seguros en congelaciones rapidas (Muifio et al., 2008).

Los azUcares que se hallan en los diluyentes poseen un efecto positivo sobre la viabilidad
de los espermatozoides, esto principalmente por su aporte energético al espermatozoide,
9
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los cuales son capaces de metabolizar glucosa, fructosa y manosa por via oxidativa y tiene
accion crioprotectora, favoreciendo la manutencion del equilibrio osmotico (Cortés,
1997). Ademas, el efecto benéfico de la suplementacion de fructosa al dilutor mejora la

viabilidad la tasa de supervivencia en espermatozoides de caninos. (Baquero et al., 2004).
b. Trehalosa:

“La trehalosa (a-D-glucopiranosil-(1,1)-a-D-glucopiranésido; C12H22011; PM=
342,31) es un disacarido no reductor formado por dos moléculas de glucosa”. (Mascorro
et. al, 2005, pp. 193)

Esta azlUcar se halla presente en bacterias, algas, levaduras, hongos, insectos,
invertebrados y plantas. Estas entidades, se caracterizan por sobrevivir en estado de casi
total deshidratacion, pudiendo resistir condiciones extremas de elevadas o bajas
temperaturas, condiciones de salinidad y hasta radiacién y méas adelante recuperan sus
funciones vitales al rehidratarse (Mascorro et al., 2005). Ademas, hoy en dia la trehalosa
se utiliza de diferentes formas como: sustituto del azlcar, protector de células, tejidos y
organos, estabilizador y preservador de moléculas complejos, osmoprotector en plantas,

usos médicos entre otros (lturriaga et al., 2009)

La trehalosa facilita a los protidos, ante situaciones de estrés, conserven de manera
sobresaliente su actividad bioldgica. Esto debido a que la trehalosa sustituye al agua que
se halla préxima a las proteinas, por lo cual forma una variedad de capsula, que preserva

la disposicion terciaria y la actividad de la proteina al deshidratarse. (Rossi, 2012)

Rossi (2012) sefala que “Se han hecho diferentes estudios sobre el efecto crioprotector
de la trehalosa en la viabilidad espermética, especialmente en especies como la ovina y
bovina”. Ademas se indica que el valor de la trehalosa reside en que es un crioprotector
no permanente que preserva la estructura membranosa de los espermatozoides contra el
estrés oxidativo y dafios frente al shock de frio que se produce con la reduccién de
temperatura (Hu et al., 2010).

La trehalosa tiene la propiedad de actuar en conjunto con los lipidos de membrana, con
lo cual limita la etapa de transicidn. Su accidn crioprotectora posee un efecto estabilizador
de membrana, con lo cual hace que ésta sufra menos con los cambios de temperatura.
Como otros azUcares actla a nivel extracelular manteniendo la presion osmotica y la

integridad de membrana. (Rossi, 2012)
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Otros estudios, marcan que el diluyente que contiene trehalosa mejora la accion
antioxidante y reduce el estrés oxidativo procedente de la criopreservacion. Es asi que, la
trehalosa suscita la deshidratacion celular, con lo que reduce el efecto negativo del flujo
de agua de la membrana en el momento que ocurre la congelacion y la formacion de
cristales de hielo. (Yildiz et al., 2000)

c. Sacarosa.

La sacarosa es un “disacarido no permeable de alto peso molecular, conocido también
como O- a-D-glucopiranosil-(1-2)-R-D-fructuofuranosido” (Mayes, 1997, pp. 78). En
diluyentes sin glicerol, la motilidad después del descongelamiento de los espermatozoides
de carnero fue mas alta en presencia de sacarosa que en presencia de glucosa, indicando
un efecto crioprotector de los disacaridos (Aisen et al., 2000). En lo que respecta a esta
azlcar, “tiene accion protectora sobre la integridad de la membrana y la estructura
proteica durante la deshidratacion y rehidratacion celular” (Leslie et al., 1995). Molinia
et al., (1994) indica que no hay diferencia significativa entre el tipo de azlcar (sacarosa
y trehalosa) usado en un dilutor sobre los pardmetros de motilidad luego de

descongelamiento de espermatozoides de ovinos.
2.4 Transporte de semen canino

En los dltimos afios, se ha vuelto un procedimiento comun, el transportar material
bioldgico ya sea a lugares cercanos o lejanos. Mayormente las muestras son enviadas
como semen refrigerado tardando de 12 a 48 horas, por lo tanto son muestras que van a
ser utilizadas inmediatamente para inseminacion para perras que se encuentren en celo
(Hendricks et al., 2010).

Por otro lado, como indica Pefia et al., (2006) y Hendricks et al., (2010) “para poder
transportar semen congelado se necesita de nitrogeno liquido para poder almacenar la
muestra”. Sin embargo, si se quiere enviar muestras congeladas en nitrogeno liquido a
territorios lejanos en transporte aéreo, esta se encuentra sujeto a regulacion como material
peligroso y en consecuencia, el transporte de muestras congeladas de semen resulta muy
complejo y dificil de realizar (Bielanski 2005). En cambio cuando “se trata de semen
refrigerado no existen este tipo de restricciones “(Hermansson et al., 2006). Por tanto,
seria muy interesante valorar la posibilidad de remitir muestras refrigeradas y una vez
Ilegada a destino, congelar esas muestras para su almacenamiento a largo plazo para un

uso posterior.
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En lo que respecta a la refrigeracion de semen, este proceso se realiza en temperaturas
entre los 4y 6 °C. (Goodman y Cain, 1993).

Por lo tanto, la refrigeracion y la congelacion del semen van a disminuir la actividad
metabdlica de los espermatozoides y conllevaba a preservar la viabilidad espermética. Sin
embargo, ambos procedimientos muestran ventajas y limitaciones. (Meyers, 2006). Por otro lado,
Hammerstedt et al., (1990) menciona que “el potencial fecundante de los espermatozoides
expuestos a bajas temperaturas, depende fundamentalmente de la resistencia de la
membrana plasmatica (plasmalema) al dafio causado por los cambios de temperatura
(shock térmico)”. En lineas generales “el semen canino es altamente estable durante el
proceso de refrigeracion, permitiendo el mantenimiento de niveles aceptables de calidad

seminal a corto plazo” (Verstegen et al., 2005; Ponglowhapan et al., 2004).

Diversos estudios han confirmado que en un diluyente en base a Tris-glucosa-huevo
puede preservar el semen canino a 4 °C durante 5-7 dias (Verstegen et al., 2005; Nizanski
et al., 2009) y luego de este lapso de tiempo, ira disminuyendo la calidad espermatica.
Sin embargo, Pefia et al., (2006) “sefiala que el semen refrigerado solo deberia utilizarse
las primeras 48 horas de refrigeracion para obtener mejores resultados” en la
inseminacién artificial y numerosos estudios han confirmado que el periodo de
conservacion y el tipo de recipiente que contiene el semen influencian marcadamente

sobre la viabilidad del semen refrigerado (Pinto et al., 1999; Lopes et al., 2009).

En general, la refrigeracion de semen a 5 °C va a conservar mejor la calidad espermatica
en comparacion al mantenimiento en temperatura ambiente. Sin embargo durante la curva
de enfriamiento los espermatozoides van a sufrir shock térmico, afectando asi su

capacidad fecundante (Mattos et al., 1997).

Dentro del shock termico lo que experimentan los espermatozoides es estrés oxidativo,
que es el dafio que pueden sufrir en la integridad de sus componentes tanto estructurales
como fisiolégicos, generando menos sobrevivencia y capacidad fecundante de los
espermatozoides luego de ser eyaculados. El estrés oxidativo esta formado por una gran
cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS) o radicales libres, los cuales aumentaran
durante el manejo y manipulacion de la muestra seminal, comprometiendo la viabilidad

de los espermatozoides (Cordova et al., 2009).
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2.5 Especies reactivas de oxigeno y su influencia sobre los parametros seminales

Los ROS son moléculas derivadas de oxigeno formados como productos intermediarios
(Argawal, et al., 2004). La produccion celular de ROS fue observada por primera vez en

espermatozoides de mamiferos a finales de los afios cuarenta (Tortolero et al., 2005),

En condiciones normales los niveles fisioldgicos los ROS son esenciales para la funcion
reproductiva normal, actuando como intermedios metabolicos, en la regulacién de genes
y en la facilitacion de la capacitacion espermatica y la reaccion del acrosoma. (Argawal,
etal., 2011)

Sin embargo, cuando hay un desequilibrio entre la produccion de ROS y la capacidad del
sistema antioxidante para metabolizarlas y prevenir o reparar el dafio provocado por las
mismas, se da el efecto conocido como estrés oxidativo. Todos los componentes celulares
como lipidos, proteinas, &cidos nucleicos y azucares son blancos potenciales de las ROS,
el dafio provocado por las ROS depende no solo de la cantidad y naturaleza de las mismas,
sino también de factores como la temperatura, tension del oxigeno y la composicion del
ambiente que lo rodea (Hammoud et al., 2008). Los principales efectos nocivos de ROS
sobre la funcion espermatica son: La pérdida de motilidad, incremento de peroxidacion

lipidica y fragmentacion del ADN espermatico. (Santiani, 2013).

Las principales ROS que se conocen que tienen relacién con la funcionalidad de los
espermatozoides son: Anion superoxido (O2-) y el peréxido de hidrogeno (H202) y la
mayoria de radicales hidroxilos (-OH), cuya presencia en el ambiente espermatico esta
relacionado con el aumento de espermatozoides muertos (Cordova et al., 2009)

Se ha demostrado que durante el descenso de la temperatura que se da como parte del
proceso de criopreservacion de semen, los niveles de especies ROS se incrementan
significativamente (Santiani, 2003) Diferentes estudios indican que la disminucion de
temperatura, aumenta la formacion de ROS y los niveles de éxido nitrico aumentan
durante el proceso de descongelamiento de espermatozoides, estos soportan un aumento

en los niveles de perdxido de hidrogeno intracelular (Santiani, 2013)

Por ello consideramos que es posible que mayores cantidades de ROS podrian estar
asociadas a mayores concentraciones de espermatozoides caninos defectuosos (Cassani
et al., 2005).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCACION Y ANIMALES

Se trabaj6 con 15 eyaculados provenientes de perros de la raza afgano, con un rango de
edad entre 1 a 6 afos. Las muestras fueron obtenidas en el criadero ubicado en el distrito
de Surco en la ciudad de Lima y se trabajaron en el Laboratorio de Biotecnologia animal
de la Universidad Cientifica del Sur, ubicado en Villa El Salvador en la ciudad de Lima,

Peru.
3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Con el fin de probar si existe influencia de la azlcar presente en el dilutor (leche
descremada + yema + azucar), en que cada eyaculado (n=15). Fue dividido en tres
alicuotas iguales de 0.5mL, posteriormente cada una de las alicuotas fueron distribuida al

azar en uno de los tres grupos experimentales. Los grupos experimentales

e Grupo: Dilutor Fructosa
e Grupo: Dilutor Trehalosa

e Grupo: Dilutor Sacarosa

Los tres grupos fueron evaluados a las 0, 24 y 48 horas en los cuales fueron evaluados 3
parametros seminales; motilidad, viabilidad y evaluacion de especies reactivas de

oxigeno, que sirvio para determinar la calidad de semen.
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Muestra de semen

1
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— Dilutor sacarosa
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Dilutor trehalosa
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Figura 1: Forma de alicuotar la muestra de semen canino para los tres tratamientos
aevaluar.

3.3 METODOS EXPERIMENTALES

3.3.1 Colecta de la muestra

La colecta del semen se realizé en el criadero de los perros raza afgana, luego fueron
llevadas inmediatamente al laboratorio de reproduccion de animal de la Universidad
Cientifica del Sur. Previo a la colecta se limpid la zona peneana, con el fin de eliminar
posibles contaminante. Al momento de hacer la colecta de semen un asistente se encargd
de sostenerle la cabeza del animal para evitar que este se moviera y otra persona hizo la
manipulacion manual del pene del perro hasta obtener el eyaculado. La eyaculacion fue
colectada en un beaker de vidrio y luego se almacend en un tubo prolipropileno de 15 ml

temperado.
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3.3.2 Manejo inicial del eyaculado

Inmediatamente obtenida la muestra se procedio a evaluar las caracteristicas basicas del
semen, con el objetivo de determinar si era apta para el estudio. Las caracteristicas que se
evaluaron fueron microscopicas y macroscopicas del eyaculado. Dentro de las
caracteristicas macroscépicas que son las que se ven a simple vista, se evaluo el color, el
volumen del eyaculo que se determind por observacion directa del tubo colector de semen

graduado y el pH por cinta colorimétrica.

Posteriormente se paso a evaluar las caracteristicas microscopicas que fueron evaluadas
en el laboratorio de biotecnologia animal. Donde se evalué la motilidad que es expresada
en porcentaje, a traves de los movimientos de los espermatozoides en una ld&mina porta
objeto temperada mediante microscopio a objetivo 40X. Por ultimo, la concentracién

espermatica, mediante la camara de Neubauer para el conteo de espermatozoides.
3.3.3 Preparacion del Dilutor
Se emplearon 3 dilutores que fueron diferentes en su composicion.

e Dilutor fructosa: este dilutor se preparé a base de leche descremada (50mL), yema
(2.5 mL) y fructosa a una concentracion final de 50 mmol.

e Dilutor trehalosa: En el segundo dilutor se emple6 leche descremada ( 50 mL) ,
yema de huevo (2.5 mL) y trehalosa a una concentracion final de 50 mmol.

e Dilutor sacarosa : El tercer dilutor fue hecho en base a leche descremada ( 50 ml)

, yema de huevo (2.5 mL) y sacarosa a una concentracion final de 50 mmol.

Cuadro 1: Composicion de los dilutores utilizados en cada grupo experimental

Dilutor Fructosa Dilutor trehalosa Dilutor sacarosa
Leche (ml) 50 50 50
Huevo (ml) 2.5 2.5 2.5
Fructosa (mmol) 50 X X
Trehalosa (mmol) X 50 X
Sacarosa (mmol) X X 50
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Lo primero que se hizo fue temperar la leche hasta llegar a una temperatura de 37°C,
luego en un vaso de vidrio se midid6 40 ml de leche donde se afadié el azlcar
correspondiente (Fructosa, Trehalosa o Sacarosa) posteriormente se procedié a completar
el volumen de 50 mL, se homogenizd y una vez mezclado se le retiro el 5% del volumen
total de la mezcla que fue 2.5mL y se le repuso el mismo valor en yema de huevo y se

volvié a homogenizar la mezcla.
3.3.4 Dilucion y refrigeracion

Finalmente se pas6 hacer la dilucidn de cada eyaculado (15 muestras) cada una de ellas
se alicuoto en 3. Para que cada uno estos 3 subgrupos fueron mezclados en una dilucion
de 1:1 con el dilutor correspondiente (1 mL de semen con 1 mL del dilutor) y se almacend
en un tubo de prolipropileno de 15mL y se llevaron inmediatamente a refrigeracion (5
°C). Donde luego paso a ser evaluado cada 24 horas (24 y 48 horas). Previa
homogenizacion se tom6 100ul de semen diluido y se colocé en la estufa a 37 °C por 5

minutos para la evaluacion de los parametros correspondientes
3.4 Evaluacion de las caracteristicas seminales
3.4.1 Motilidad

La motilidad fue unos de los pardmetros a evaluar en el experimento, donde se coloc6 25
ul de la muestra en una lamina portaobjeto temperado y se observo a objetivo 40x, donde
se determind el porcentaje de los espermatozoides mdviles, sobre el total de
espermatozoides de campo, evaluando un total de 5 campos. Esta evaluacién se hizo con

los tres grupos experimentales a las 0, 24 y 48 horas.

3.4.2 Viabilidad espermatica

Esta prueba se hizo mediante la tincion de eosina, donde se puso una gota 10 pl de semen
sobre el extremo de una lamina porta objeto y se afiadio encima otra gota 10 ul d eosina
y se hizo un extendido de esta para luego pasar a observa al microscopio a objetivo 40X,
donde se contabilizo lo espermatozoides vivos y los muertos en un total de 5 campos, los
gue se observaron de color rosado eran los espermatozoides muertos mientras que los no
teflidos fueron los vivos. La viabilidad espermatica fue evaluada con los tres grupos

experimentales a las 0, 24 y 48 horas.
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Figura 2: Evaluacién de la viabilidad espermatica canina; las flechas verdes
sefialan espermatozoides vivos y las flechas rojas sefialan espermatozoides muertos
tefiidos por eosina.

3.4.3 Evaluacion de Produccién de Perédxido de Hidrogeno

Para determinar el porcentaje de espermatozoides que producen ROS se lavo la muestra
diluida con el fin de retirar tanto el plasma seminal como el dilutor.Se tomo 200 pl y se
agregd 1.5ml de PBS temperado que luego fue centrifugado a 600 G por 5 minutos. Luego
con una pipeta se extrajo el sobrenadante, teniendo cuidado de no alterar el pellet
formado. Luego se suspendi6 con 500 pl de PBS. Se tom6 1 pl de solucion de stock de
DCFH-DA vy se incub6 con 100 ul de muestra seminal hasta llegar a una concentracion
final de 2.5 uM donde pas6 a ser incubado a 25°c por 40 minutos en oscuridad. Después
de incubar se agreg6 1 pl de ioduro de propidio y se homogenizo. Para visualizar en el
microscopio se afiadio 20 ul de la solucion final en una lamina portaobjeto, se extendid y
paso a ser leida inmediatamente en un ambiente oscuro. Los espermatozoides que se veian
de color verde eran los que estaban produciendo Peroxido de Hidrogeno, mientras lo de
color rojo eran los espermatozoides muertos. En el microscopio en campo claro se veian

los espermatozoides vivos que no producen peroxido de hidrogeno.
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Figura 3: Evaluacion de la produccion de perdxido de hidrogeno en muestras de
semen canino; las flechas amarillas sefialan espermatozoides produciendo peroxido
de hidrogeno, mientras que la fecha roja indica espermatozoide muerto.

3.5 Analisis estadistico:

Se empleo el programa estadistico PRISM® V.3. Los datos se analizaron empleando

analisis de varianza ANOVA 'y pos-test de bonferroni.
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IV. RESULTADOS

Se trabajaron con 15 muestras de semen canino, que se obtuvieron de caninos de la raza

afgano.

Tabla 1: Valor promedio del efecto de los azlcares sobre la viabilidad espermatica

alas 0, 24 y 48 horas de refrigeracion de muestras de semen canino.

Refrigeracion % de Viabilidad

Fructosa Trehalosa Sacarosa
0 horas 08.13 +6.0? 07.93 +3.22 97.13 +2.72
24 horas 64.26 +22.8° 64.20 +19.0 54.66 +21.3°
48 horas 22.86 +16.2° 24.40 +19.0° 19.06 +15.7°

abc |etras diferentes entre filas demuestran diferencia estadistica significativa (p>0.001)

En la viabilidad no se encontraron diferencias significativas entre los azlcares
(p0.2592) Sin embargo, si muestra diferencia significativa con respecto al tiempo
(p<0.0001) a mayor tiempo, la viabilidad de los espermatozoides va disminuyendo

significativamente.
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Tabla 2: Valor promedio del efecto de los azUcares sobre la motilidad espermatica

alas 0, 24 y 48 horas de refrigeracion de muestras semen canino.

Refrigeracion

% de Motilidad

Fructosa Trehalosa Sacarosa
0 horas 97.20 +1.42 96.80 +1.52 96.80 +1.52
24 horas 60.33 +23.7° 64.46 +21.2° 47.66 £22.4°
48 horas 13.46 +14.1° 19.00 +19.6° 13.20 +18.3¢

abe |etras diferentes entre filas demuestran diferencia estadistica significativa (p>0.001)

En la motilidad se puede observar que no hay diferencias significativas entre los
azucares empleados en el dilutor (0.0962), sin embargo, con respecto al tiempo si hay
diferencia significativa (<0.0001) conforme va pasando las horas, la motilidad va
disminuyendo considerablemente.

Tabla 3: Valor promedio del efecto de los azticares sobre la produccién de perdxido

de hidrogeno espermatica a las 0, 24 y 48 horas de refrigeracion de muestras semen

canino.

Refrigeracion

% de Produccién de perdxido de hidrogeno

Fructosa Trehalosa Sacarosa
0 horas 32.53 +15.32 39.73 +20.8? 34.53 +14.42
24 horas 44.46 +27.4° 38.53 +25.5° 44.33 +19.9
48 horas 74.46 +13.3° 77.73 £22.9° 81.46 +23.3°

abe |etras diferentes demuestran diferencia estadistica significativa (p>0.001)

En la produccion de perdxido de hidrogeno, no se encontraron diferencias significativas
entre los azlcares, sin embargo, si hay diferencia significativa entre lo tiempos,
conforme va aumentando el tiempo, la produccion de peréxido de hidrogeno es mayor
y hay un aumento apreciable con respecto a la hora 24 con la hora 48.
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V. DISCUSION:

El objetivo del presente trabajo fue evaluar tres azlcares (Fructosa, trehalosa y sacarosa)
empleados en un dilutor con el fin de determinar cudl de ellas conserva mejor la calidad

del semen en tres tiempos (0 horas, 24 horas y 48 horas).

Se observé que, al analizar estadisticamente los tres azlcares, no se hallaron diferencias
significativas entre ellas para la motilidad (p=0.0962); viabilidad (p= 0.2592) y perdxido
de hidrogeno (p=0.7980).

Con respecto a los azlcares, como se ha sefialado anteriormente no hay diferencia
significativa entre ellas, pero al compararlo con otro estudio se encontr6 que los mayores
porcentajes de motilidad corresponden a los grupos de sacarosa (p<0.05). En dicho
estudio el dilutor se prepar6 en base a Tris, acido citrico, agua destilada y la adicion de
una azucar (glucosa, sacarosa, fructosa y trehalosa) (Flores et al 2010). Los resultados
de este estudio podrian explicarse que el dilutor que se empled en el presente trabajo, es
un dilutor basico, facil de preparacion, con solo tres componentes empleados en un dilutor
(leche, yema de huevo y azlcar). Ademas, en el trabajo de Flores et al., (2010). Queda
demostrado que la adicién de azucar al dilutor, ayuda preservar la calidad espermatica.
En el caso de Dinatolo (2011) quien trabajo en ovinos, “sefiala que agregar de 100 mOsm
de trehalosa al dilutor preserva la viabilidad espermatica dentro del rango de aceptacion
para la inseminacion artificial hasta las 48 horas de refrigeracién”, mientras que en este
trabajo no se considerd la osmolaridad de los azlcares ni del dilutor base, sino la

concentracion final de los azdcares, la cual fue de 50 mmol. (Flores et al., 2011)
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Sin embargo, cuando evaluamos los porcentajes de motilidad a lo largo del tiempo, se
observa que existe diferencia significativa entre los tiempos evaluados (p<0001),
demostrandose que la motilidad disminuye con forme van pasando las horas y obteniendo
mejores resultados hasta las 24 horas de refrigeracion. Vivianco (1998) acota que uno de
los mayores problemas técnicos que presenta la inseminacion artificial con semen
refrigerado, es que la capacidad fecundante que presenta este semen, es limitada en el
tiempo. Estos valores obtenidos, que van disminuyendo a lo largo del tiempo, esta
asociado al dafio causado por los cambios de temperatura (Sanchez et al., 2006). Cabe
resaltar, que durante el proceso de refrigeracion de semen canino, se ve un efecto negativo
sobre los espermatozoides, “el cual se ve reflejado en la disminucién de la motilidad,
integridad de membrana, actividad mitocondrial y en el aumento de la reaccion
acrosomal” (Manosalva et al., 2005). Ya que como ha descrito Hammerstedt et al., (1990)
que “el potencial fecundante de los espermatozoides expuestos a bajas temperaturas,
depende fundamentalmente de la resistencia de la membrana plasmatica (plasmalema) al

dafo causado por los cambios de temperatura (shock térmico)”.

Por otro lado, mis resultados de motilidad difieren a los obtenidos por Flores et al. (2010),
ya que la motilidad espermatica, en todos los grupo de los azlcares empleados en un
dilutor evaluados, se encontraron dentro de rangos aceptables durante las 96 horas de
duracion del experimento, al igual que el estudio de Sanchez et al. (2006) esta diferencia
de resultados entre los dos estudios con respecto a este estudio, se debe a que los dilutores
utilizados en los otros estudios, son dilutores mas complejos, con mas componentes,
mientras que en el presente estudio se utilizé un dilutor de facil preparacion, con solo tres

componentes.

En relacion a la viabilidad como se indic6 anteriormente no hay diferencia significativa
entre las azucares empleadas en el dilutor, manteniendo los espermatozoides vivos hasta
las 48 horas, pero con niveles bastante inferiores con respecto a la hora 0. La hora 24 tiene
valores superiores de viabilidad del 50 % por lo tanto solo se obtienen mejores resultados
a las 24 horas de refrigeracion de semen canino. Esta disminucién de valores con respecto
alahora0, es a causa del enfriamiento, en el cual los espermatozoides estan expuestos a
los efectos negativos del shock térmico. Dentro del shock térmico lo que experimentan
los espermatozoides es estrés oxidativo, (Cordova et al., 2009). Ademas, el enfriamiento
genera cambios en la permeabilidad de la membrana, aumentando su permeabilidad para

el paso de iones, alcanzado niveles toxicos.
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Con respecto a la produccion de perdxido de hidrogeno, hubo una tendencia al aumento
considerable de la produccion de este a la hora 48 con respecto a la hora 24, esto podria
deberse a los espermatozoides que fueron muriendo al principio, donde hay ruptura de las
mitocondrias por lo tanto hay liberacion de las especies reactivas de oxigeno, generando
oxidacion, tal como indica Bansal et al. (2011) que los ROS son generados principalmente
por espermatozoides muertos. Ademas, Se ha demostrado que es durante el descenso de
la temperatura que los niveles de ROS se incrementan significativamente, siendo
especificamente el peréxido de hidrogeno el que aumenta su nivel intracelular (Santiani.
2003). Por lo tanto, se observa que a las 48 horas la produccion de perdxido de hidrogeno
es elevada, en la cual la utilizacion del semen a las 48 horas no sera viable ya que como
indica Cassani et al. (2005) quien trabajo con caninos, que a mayor cantidad de ROS

podrian estar asociadas mayores concentraciones de espermatozoides canino defectuosos.
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VI. CONCLUSIONES

e EIl estudio indica que, a las 24 horas de refrigeracion, las muestras tienen
parametros aceptables para la inseminacion, en comparacion con las 48 horas.

e El empleo de cualquiera de los 3 azucares durante la refrigeracion no influira en
la conservacion de las caracteristicas espermaticas.

e Es posible emplear un dilutor de fabricacién casera para el transporte de

espermatozoides caninos.
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VIII. ANEXOS

1.- Prueba del rango estudentizado de tukey para porcentaje de viabilidad

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 126
Error de cuadrado medio 251.3058
Valor critico del rango estudentizado 3.35414
Diferencia significativa minima 7.9264

Las medias con la misma letra no tienen diferencias
significativas.

Tukey Agrupamiento | Media| N|Azucar

61.178| 45| TREHALOSA

60.956| 45| FRUCTOSA

b B o

56.289| 45|SACAROSA
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2.- Valores promedio de viabilidad de las tres azucares en los tres tiempos

Nivel d Porcentaje

Nivel de e

azucar time N Media Std Dev
FRUCTOSA 0 151957333333 | 6.0411289
FRUCTOSA 24 15| 64.2666667 | 22.8049702
FRUCTOSA 48 15 22.8666667 | 16.2342964
SACAROSA 0 151 95.1333333| 2.6690466
SACAROSA 24 15| 54.6666667 | 21.3128622
SACAROSA 48 15 19.0666667 | 15.7228981
TREHALOSA |0 15194.9333333 |  3.1502079
TREHALOSA (24 15| 64.2000000| 19.0270484
TREHALOSA 48 15| 24.4000000| 19.0030073

3.- Prueba del rango estudentizado de tukey para porcentaje de motilidad.

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 126
Error de cuadrado medio 270.5058
Valor critico del rango estudentizado 3.35414
Diferencia significativa minima 8.2236

Las medias con la misma letra no tienen diferencias
significativas.

Tukey Agrupamiento | Media| N | Azicar
A 60.089| 45| TREHALOSA
A
A 57.000| 45| FRUCTOSA
A
A 52.556| 45| SACAROSA
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4.- Valores promedio de motilidad de las tres azUcares en los tres tiempos

CIENTIFICA

Nivel d Porcentaje

Nivel de e

azucar time N Media Std Dev
FRUCTOSA 0 15| 97.2000000| 1.3732131
FRUCTOSA 24 15| 60.3333333 | 23.7145726
FRUCTOSA 48 15| 13.4666667 | 14.0959298
SACAROSA 0 15| 96.8000000| 1.5212777
SACAROSA 24 15| 47.6666667 | 22.4297846
SACAROSA 48 15| 13.2000000| 18.2529841
TREHALOSA |0 15| 96.8000000| 1.5212777
TREHALOSA (24 15| 64.4666667| 21.1621855
TREHALOSA (48 15| 19.0000000| 19.5667356

5.- Prueba del rango estudentizado de tukey para porcentaje de produccion de peroxido de

hidrogeno.

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 126
Error de cuadrado medio 434.6952
Valor critico del rango estudentizado 3.35414
Diferencia significativa minima 10.425
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Las medias con la misma letra no tienen diferencias
significativas.

Tukey Agrupamiento | Media| N|Azucar
A 53.444| 45|SACAROSA
A
A 52.000| 45 TREHALOSA
A
A 50.489| 45|FRUCTOSA

6.- Valores promedio de motilidad de las tres azucares en los tres tiempos

Nivel Porcentaje

Nivel de de

azucar time N Media Std Dev
FRUCTOSA |0 15| 32.5333333| 15.3290884
FRUCTOSA (24 15| 44.4666667  27.3753452
FRUCTOSA 48 15| 74.4666667| 13.2873015
SACAROSA |0 15| 34.5333333| 14.3570126
SACAROSA (24 15| 44.3333333 | 19.9379991
SACAROSA 48 15| 81.4666667| 23.3203365
TREHALOSA |0 15| 39.7333333|  20.7690246
TREHALOSA |24 15| 38.5333333  25.4919222
TREHALOSA |48 15 77.7333333|  22.8612794
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