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RESUMEN 

La presente investigación se llevó a cabo en el Laboratorio Central ubicado en la 

Universidad Nacional de Huancavelica de la Ciudad Universitaria de 

Paturpampa, del distrito de Huancavelica, provincia y departamento de 

Huancavelica, a una altitud aproximada de 3670 m.s.n.m. El objetivo del 

presente estudio fue determinar cuál de los tres protocolos de criopreservación 

permite obtener mayor cantidad de espermatozoides epididimarios en alpacas 

viables post- congelamiento, los criopreservantes utilizados fueron glicerol un 

99.5% de pureza (tratamiento 2),etilenglicol un 99% de pureza (tratamiento 3) y 

andromed (tratamiento 1 ) y testigo, para lo cual se utilizaron muestras mayores 

a 75 % de motilidad, se emplearon 12 pares de testículos por tratamiento, para 

la extracción de espermatozoides epididimarios se uso el método de trituración 

del epididimo. Para identificación de la edad de los animales se utilizó la técnica 

de dentición. Y para la determinación de motilidad se utilizó el andromed como 

dilutor en el caso del tratamiento 1 y fresco (testigo),en el caso de los otros dos 

tratamientos se utilizó como dilutor SP-TALP (tratamiento 2 y 3) 

respectivamente, la concentración se determinó mediante un conteo de 

espermios en la cámara de Neubauer, mientras que para la determinación de 

vivos y muertos se utilizó la tinción de Eosina en microscopio óptico a 40X. Para 

la evaluación de la motilidad se tomó los siguientes rangos: muy buena(> 95%), 

buena (80- 95%), regular(70-80%), mala (60-70%), nula o muy mala(<60%). En 

nuestro caso la motilidad promedio es de 83 % en caso del testigo, obtenidas de 

la cola del epidídimo con el dilutor Andromed. Así mismo se evaluó la motilidad 
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post congelamiento (congelación tradicional) obteniendo un promedio que es 

73% siendo este el porcentaje más alto que se obtuvo en el trabajo de 

investigación, en la evaluación del tratamiento 2(vitrificación con glicerol), se 

obtuvo un promedio de 22% en motilidad, así mismo en el tratamiento 3 ( 

vitrificación con etilenglicol) no hubo motilidad. 

Los resultados que se obtuvieron en las concentraciones del tratamiento 1 fue 

de 28 millones, en el tratamiento 2 se obtuvo 44 millones, en el tratamiento 3 se 

obtuvo 24 millones mientras que en testigo se obtuvo 36 millones de espermios 

Los resultados obtenidos en vivos en el tratamiento 1 fue de 30 %, en el 

tratamiento 2 se obtuvo 2%, en el tratamiento 3 no se encontró espermios vivos 

mientras que en fresco se obtuvo 66% de espermios vivos. Concluyendo se 

encontró diferencia estadística altamente significativa entre los 3 tratamientos 

(P<0.01). 

PALABRAS CLAVE: Alpaca, semen, criopreservación, glicerol y etilenglicol, 

congelación tradicional, andromed. 
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CAPÍTULO 1 

REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La crianza de alpaca constituye una actividad económica de gran importancia para un 

vasto sector de la población alto andina principalmente Bolivia y Perú y en menor 

grado Argentina, Chile y Ecuador. En la región Huancavelica existen más de 225,000 

alpacas (MINAG 2006), las que constituyen alrededor del 7% de la población total 

nacional y de las cuales el 90% es de raza Huacaya (Quispe y col, 2008). Estos 

rebaños se caracterizan por carecer de sistemas de crianza adecuados y con 

escasos criterios de mejoramiento genético (Quispe y col, 2008). 

Dentro de las tecnologías reproductivas, la inseminación artificial con semen 

congelado ha sido una potente herramienta para el mejoramiento genético en 

vacunos y ovinos (Ruiz y col, 2009). Las características especiales que presentan 

los camélidos sudamericanos en cuanto a su reproducción los hacen especies 

su~eneris(Pacheco,2008). 
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Escasos trabajos de inseminación animal han sido publicados hasta el presente en 

camélidos sudamericanos, debido quizás a la falta de una metodología fiable de 

recolección de semen y a las características seminales de alta viscosidad, baja 

motilidad, baja concentración espermática Fowler (1989) y la falta de conocimiento 

sobre el uso de dilutores Bustinza ( 2001). 

Entre los estudios más importantes realizados en criopreservación de semen de 

camélidos sudamericanos está el trabajo de Bravo y col (1996) usando semen de 

alpaca, obtuvo un porcentaje de motilidad post congelamiento de 46.7% y en llama 

de 45%, siendo estos los mayores obtenidos hasta la fecha, sin embargo no ha sido 

posible reproducir la metodología. 

Estudios posteriores reportaron tasas inferiores de motilidad post congelamiento tales 

como las mencionadas por Vaughan y col (2003) que obtuvo porcentajes de 17.4%; 

Santiani y col (2005), reportó la obtención de motilidades que iban desde 4 a 20%. 

Por otro lado la vitrificación es una tecnología que ha superado a la congelación 

tradicional en la criopreservación de ovocitos, mejorando las tasas de supervivencia 

post congelamiento y desarrollo embrionario en muchas especies domésticas 

Albarracín (2005). Asimismo se ha logrado la vitrificación exitosa de ovocitos en 

caprinos Begin y col (2003), porcinos Somfai y col (2007), ovinos Zhang y col 

(2009) y alpacas Ruiz y col (2011). También existen reportes de la vitrificación 

exitosa de espermatozoides de perro (Kim y col 2012) y de bagre con resultados 
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que requiere mayor estudio para mejorar los indices de viabilidad y motilidad post 

congelamiento (Cuevas y col 2011 ). 

1.2. FORMULACIÓN DEL PROBLEMA: 

¿Cuál de los tres protocolos de criopreservación permitirá obtener mayor cantidad de 

espermatozoides epididimarios viables en aplacas post congelamiento? 

1.3. HIPÓTESIS 

Ho: Ninguno de los tres protocolos de criopreservación permiten obtener cantidades 

de espermatozoides epididimarios viables en alpacas post congelamiento 

Ha: Por lo menos uno de los tres protocolos de criopreservación permiten obtener 

cantidades de espermatozoides 

congelamiento. 

epididimarios viables en alpacas post 

1.4. IDENTIFICACION DE VARIABLES 

Variable independiente 

;.. Tres protocolos de vitrificación 

Variable dependiente 

;.. Motilidad de espermatozoides epididimarios. expuestos a congelación. 

;.. Concentración de espermatozoides epididimarios. expuestos a congelación. 

;.. Porcentaje de espermatozoides vivos y muertos, expuestos a congelación. 
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1.5. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

~ Determinar cuál de los tres protocolos de criopreservación permite obtener 

mayor cantidad de espermatozoides epididimarios de alpacas viables post­

congelamiento. 

OBJETIVO ESPECÍFICOS 

~ Evaluar la motilidad epididimarios vivos post-congelación. 

~ Evaluar la concentración de espermatozoides epididimarios vivos post­

congelación. 

~ Evaluar el porcentaje de espermatozoides epididimarios vivos post-congelación. 

1.5. JUSTIFICACION 

La Alpaca (Vicugna pacos); Linnaeus (1758) y Gentry y col. (2004), es una de 

las especies de camélidos sudamericanos más importantes, debido al valor 

económico que representa la producción de la fibra para las comunidades alto 

andinas. Es así que, urge aplicar programas de mejoramiento genético para 

incrementar la calidad y cantidad de fibra y así atender a un mercado nacional e 

internacional cada vez más exigente. 

La criopreservación de germoplasma (gametos y embriones) es una herramienta 

que permite hacer extensivo y conservar el material genético de animales valiosos 
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dentro de los programas de mejoramiento genético. En el caso de 

espermatozoides, existe todavía un gran reto debido a las características del 

semen, ya que presenta alta viscosidad y esto dificulta el manejo, dilución y 

congelación e incluso su evaluación. 

Sin embargo, una alternativa es trabajar con espermatozoides libres de plasma 

seminal (cola de epidídimo y conducto deferente) porque carece de las 

dificultades anteriores para su procesamiento y evaluación. Asimismo, los 

espermatozoides de epidídimo pueden emplearse en estudios de capacitación 

espermática y fertilización in vitro. 

La mayoría de trabajos de vitrificación han sido realizados en otras especies, por 

lo que es necesaria mayor investigación sobre todo en alpacas en donde hasta la 

fecha no se ha realizado estudios de vitrificación de espermatozoides 

epididimarios. Si en este trabajo se logra obtener espermatozoides viables post 

congelamiento, sin duda será un gran aporte. La técnica de obtención de 

espermatozoides de epidídimo es utilizada muchas veces en especies domesticas 

equino, vacuno, ovino y también en muchas especies silvestres con el fin 

conservar o extender su material genético. En Alpacas, los testículos pueden ser 

recuperados del camal o luego de muerte accidental, accidentes muy graves, etc. 

La recuperación de espermatozoides de epidídimo de alpacas de gran valor 

genético, muertos en forma imprevista, minimiza la pérdida genética en caso que 

se trataran de animales de excelente calidad. 
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2.1. ANTECEDENTES 

CAPITULO 11 

MARCO TEÓRICO 

Enríquez (1994) al evaluar semen colectado a diferentes tiempos con vagina artificial 

en alpacas en la Universidad Nacional del Altiplano en Puno, obtuvo los resultados 

volumen 0.6 mi, motilidad 14%, concentración 65 millones/mi. 

Pérez y col (2006), realizaron el trabajo de congelación de los espermatozoides 

procedentes de los conductos deferentes de camélidos en buffer tris con diferentes 

proporciones de yema de huevo y glicerol con el objetivo de determinar la 

sobrevivencia de los espermatozoides de alpacas y llamas exentos de secreción de 

las glándulas anexas a la congelación. Los espermatozoides fueron colectados por 

desviación de los conductos deferentes, evaluados, envasados en pajillas de 0.25 mi, 

se procedió a congelar en vapores de nitrógeno líquido, la descongelación se realizó 

en baño María a 37 °C por 30 segundos. La motilidad progresiva a la post­

descongelación se evaluó adecuando la salida del microscopio a la pantalla de un 

televisor, los resultados obtenidos fueron: el volumen de 0.263 y 0.418 mi para 
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alpacas y llamas. La concentración fue 25.53 y 40.49 millones de espermatozoides/mi 

para alpacas y llamas. La morfología de los espermatozoides normales fue: 61.72 % 

para alpacas y 59.16 para llamas sin diferencia, anormalidades primarias 7.03 % y 

15.99% con diferencia y anormalidades secundarias 31.25% y 24.85% similares, en 

alpacas y llamas respectivamente. La motilidad progresiva inicial (dilución) fue 74.3%, 

77.7% y 68.6% en alpacas y 63.0%, 66.9% y 59.1% en llamas con diferencia, a la 

descongelación varió el índice de recuperación del 18.0% al 43.0% dependiendo del 

nivel de yema de huevo. En conclusión, los espermatozoides exentos de la secreción 

de la próstata y glándulas bulbo uretrales soportan la congelación. 

Valores que se obtuvieron en un trabajo realizado por Giuliano y col (2008), en la 

cual se utilizaron 92 eyaculados de llama, comparando dos métodos de extracción de 

semen (Vagina artificial y electro eyaculación) con una diferencia significativa. 

Cuadro N° 1: Evaluación seminal empleando dos técnicas de colección (vagina 

artificial y electro eyaculación) 

VARIABLE TÉCNICA DE COLECCIÓN 

Vagina artificial Electro eyaculación 

Volumen (mi) 2.45 +/- 1.62 2. 78 +/- 1.50 

Concentración espermática ( 1 06/ml) 72.79 +/- 68.96 50.28 +/- 73.13 

Motilidad espermática(%) 27.02 +/- 25.44 26.88 +/- 28.66 

Vivos(%) 59.23 +/- 12.96 65.21 +/- 13.42 

.. 
Fuente: G1uhano y col. (2008) 
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Kim y col (2012), mencionan que desarrollaron un método rápido de congelación de 

semen canino, sin el equilibrio de refrigeración mediante agentes crioprotectantes 

(CPAs) y congelación en nitrógeno líquido de vapor en una pajilla de 0,5 mi a través 

de la modificación de la vitrificación. Eyaculados de ocho perros Beagle se 

congelaron con diferentes CPA (sin crioprotectantes, 5% de glicerol, 5% de 

etilenglicol y 10% de etilenglicol) y tiempos de congelación (hundimiento directo en 

nitrógeno liquido o congelación por 1, 2, 3, o 1 O min en vapores de nitrógeno líquido 

antes de sumergirse en nitrógeno líquido). 

Se evaluó en espermatozoides descongelados la motilidad, viabilidad, morfología 

normal del plasma seminal e integridad acrosoma-membrana. El tratamiento con 

glicerol al 5% dio lugar a los espermatozoides de mejor integridad en motilidad, la 

integridad de la membrana plasmática y la membrana acrosómica (P <0,05). La 

congelación en vapor de nitrógeno líquido mostró una mejor motilidad de 

espermatozoides, viabilidad y la integridad de la membrana plasmática (P <0,05), la 

congelación durante 2 minutos en el vapor de nitrógeno líquido aumento la 

membrana del acrosoma en comparación con la integridad del hundimiento directo en 

nitrógeno líquido (P <0,05). 

El hundimiento directo en nitrógeno líquido no mostro espermatozoides móviles. Sin 

embargo, la congelación durante más de 2 minutos en el vapor de NL2 aumento las 

anomalías totales en comparación aquellas que fueron sumergidas en NL2 (P <0,05). 

En conclusión, el uso de glicerol al 5% y la congelación de vapor de NL2 eran 
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esenciales para la rápida congelación de semen canino, sin el equilibrio de 

enfriamiento. En particular, manteniendo durante 2 minen vapor deNL2 fue suficiente 

para producir una rápida congelación exitosa. Este método de congelación rápida es 

simple y efectivo en el esperma canino y seria de gran ayuda para ofrecer 

información para la vitrificación de grandes cantidades de semen canino. 

Cuevas y col (2011 ), describe La producción de bagre de río con semen congelado 

con el rápido equilibrio de enfriamiento, la posibilidad de utilizar la vitrificación de 

espermatozoides de peces para conservar las muestras obtenidas en campo y ofrece 

una alternativa a la criopreservación convencional, aunque no se ha estudiado de 

forma sistemática para criopreservar espermatozoides de las especies acuáticas. El 

objetivo general del proyecto fue desarrollar protocolos simplificados que podrían 

integrarse en un enfoque estandarizado para la vitrificación de germoplasma de 

especies acuáticas. 

Los objetivos del presente estudio en el bagre de canal (lctaluruspunctatus) eran los 

siguientes: 

(1) evaluar la toxicidad aguda del 5%, 10%, 20% y 30% de metano!, N, N-dimetil 

aceta mida, dimetil sulfoxido, 1,2 -propanodiol, y el etilenglico1,(2) evaluar una serie de 

dispositivos de uso común para la criopreservación de espermatozoides y la 

vitrificación en mamíferos,(3) comparar la vitrificación con y sin crioprotectores,(4) 

evaluar la integridad de la membrana después de la descongelación de 
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espermatozoides vitrificados en diferentes soluciones de crioprotectores, y (5) 

evaluar la capacidad de los espermatozoides para fertilizar los óvulos vitrificados. 

Las concentraciones de crioprotectores superiores al 20% resultaron ser tóxicos para 

los espermatozoides. El metanol y el etilenglicol fueron los menos tóxicos a una 

concentración de 20% con un tiempo de exposición de menos de 5 min. Se evaluó un 

método descrito para el esperma humano, en bucles y pajillas estándar con y sin 

crioprotectores sumergidos en nitrógeno líquido. El crioprotector libre de vitrificación 

mediante bucles no dio la fertilización (evaluada por neurulación), y las tasas de 

fertilización observadas en dos ensayos que utilizaron la pajilla estándar de corte 

fueron de baja(- 2%). 

En general, los valores de fertilización para experimentos de vitrificación fueron bajos 

y el uso de bajas concentraciones de crioprotectores, la fertilización fueron inferiores 

(<10%) a diferencia del uso de soluciones de vitrificación con altas concentraciones 

de crioprotectores (tan alta como 25%). La más alta obtenida fue de neurulación a 

partir de una mezcla de tres crioprotectores (20% de metanol + 10% de etilenglicol + 

10% propanodiol) con una adición de un solo paso. Esto se reflejó en los datos de 

citometría de flujo de la cual la mayor integridad de la membrana mediante bucles fue 

de 20% de metanol + 10% de etilenglicol + 10% de propanodiol (-50%). 

Se presenta el primer éxito de vitrificación de espermatozoides en pescado y la 

producción de crias de los espermatozoides vitrificados en el bagre de canaL Aunque 
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los valores de fertilización eran bajas, en la actualidad esta técnica, sin embargo 

podría ser utilizada para reconstituir las líneas (especialmente en los peces de 

acuario pequeñas), pero requeriría la mejora y ampliación de escala antes de ser útil 

como un método de producción de peces tales como el pez gato. 

Ruiz y col (2011) evaluó la viabilidad post congelamiento de ovocitos de alpaca 

vitrificados luego de la maduración in vitro. Los ovocitos fueron recuperados de 

ovarios obtenidos en el camal Municipal de Huancavelica, Perú, madurados in vítro 

por 24-25 h en una cámara modular con 5% de 02, 5% de C02 y 90% de N2 en 

medio TCM-199 suplementado con Piruvato de Na, HEPES, sulfato de gentamicina, 

FSH, estradiol 17 y suero fetal bovino. Los ovocitos fueron separados de las células 

de la granulosa con hialuronidasa al 0.1% y distribuidos en tres tratamientos: T1 

(n=107), ovocitos expuestos a las solución es crioprotectoras y vitrificados; T2 

(n=121), ovocitos expuestos a las soluciones crioprotectoras no vitrificados (control 

de toxicidad de los crioprotectantes); T3 (n=232), grupo control de ovocitos no 

expuestos a las soluciones vitrificantes. 

Los ovocitos fueron vitrificados en micro - gotas sobre un papel de aluminio flotando 

en nitrógeno líquido, utilizando una solución de equilibrio con 4% de etilenglicol y una 

solución de vitrificación con 35% de etilenglicol, 5% de polivinil pirrolidona y 0.4 M de 

trehalosa. Las micro - gotas vitrificadas se almacenaron en nitrógeno líquido y fueron 

descongeladas 1-4h después. Todos los ovocitos fueron cultivados en SOF-HEPES 

con 5M de ion omicina de Ca por 4 min a temperatura ambiente y luego cultivada por 
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3 h en 6-DMAP a 38.5 oc en una atmósfera húmeda con 5% de 02, 5% de C02 y 

90% de N2. 

Luego se cultivaron por8 días en medio SOF-IVC. Se encontró 58.4, 68.7 y 97.3% de 

ovocitos morfológicamente normales para T1, T2 y T3, respectivamente. Las tasas de 

segmentación fueron de 39.9, 49.5 y 62.3%, y las tasas de blastocistos fueron de O, O 

y 9.2% para T1, T2 y T3, respectivamente. Los resultados demuestran que los 

ovocitos de alpaca pueden ser vitrificados con él método de superficie sólida y que 

son viables morfológicamente y fisiológicamente post congelamiento. 

Ruiz y col (2010), evaluaron el efecto de la vitrificación en la viabilidad de ovocitos 

activados químicamente para la producción de embriones partenogenéticos bovinos. 

Los ovocitos de bovinos aspirados de ovarios obtenidos en el matadero fueron 

madurados in vitro por 20-22 horas y se distribuyeron en los siguientes grupos. 1 

(n=76): ovocitos vitrificados/descongelados, 11 (n=119): ovocitos expuestos a 

crioprotectantes sin vitrificación y 111 (n=142): ovocitos control. 

Los ovocitos fueron vitrificados en micro - gotas sobre un papel de aluminio pre 

enfriado flotando en nitrógeno líquido, utilizando una solución de equilibrio con 4% de 

etilenglicol y una solución de vitrificación con35% de etilenglicol 5% de polivinil 

pirrolidona y 0,4 M de trehalosa. Las micro-gotas vitrificadas fueron almacenadas en 

nitrógeno líquido- y fueron descongeladas 1-3 días después del almacenamiento. 

24 



Los tres grupos de ovocitos se activaron partenogenéticamente por exposición de4 

minutos a 5 ~M de ionomicina de Ca a temperatura ambiente seguido de una 

incubación por 5 horas en 6-dimetilaminopurina a 38,5 oc en una atmósfera húmeda 

con 5% C02. Los embriones se cultivaron en medio SOF durante 8-9 días. Las tasas 

de ovocitos sobrevivientes fueron 55,1 %y 93,7% para ovocitos 

vitrificados/descongelados. Las tasas de segmentación de 55,3%, 72,3% y 74,6%,y 

de desarrollo hasta blastocistos fueron 7,1%, 17,4% y 21,7% respectivamente. 

Estos resultados demuestran que la técnica de vitrificación ha quedado establecida y 

permite la producción de embriones partenogenéticos de bovinos. 

2.1. BASES TEÓRICAS 

Enriquez (1994) al evaluar semen colectado a diferentes tiempos con vagina artificial 

en alpacas en la Universidad Nacional del Altiplano en Puno, obtuvo los resultados 

volumen 0.6 mi, motilidad 14%, concentración 65 millones/mi. 

Cuadro No 2: principales características de semen de alpaca 

VARIABLE PROMEDIO RANGO 

Volumen (mi) 1.9 0.8-3.1 

Concentración ( N°/ml) 147.500 82 500 - 250 000 

Concentración total 89 000 000 61 875 000 -750 000 000 

Motilidad (%) 85 69.0-91.1 

Espermatozoides vivos(%) 69.6 58.0-83.1 

FUENTE: (Bravo y col1997) 
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2.1.1. Factores que influyen en la producción de espermatozoides. 

a. Sanidad 

El semen está constituido por una mezcla de espermatozoides producidos 

en los testículos y de líquido seminal generado por las glándulas anexas. 

Sin embargo, la producción de espermatozoides puede variar por factores 

inherentes al animal como: edad, raza, y externos al mismo como: Estación 

reproductiva, nutrición, estado sanitario, etc. Daza (1997). 

2.1.2 Factores que afectan al espermatozoide durante el proceso de 

criopreservación 

Para obtener buenos resultados de supervivencia espermática y fertilidad de 

los espermatozoides es necesario comprender a qué tipo de estrés se ven 

sometidos Jos espermatozoides durante Jos procesos de congelación y 

descongelación así como la manera en que las células responden a las 

agresiones físico-químicas y medioambientales Stornelli y col (2005). 

a) Cambios de volumen 

Cuando los espermatozoides son congelados y descongelados se ven 

sometidos a varios ciclos de deshidratación e hidratación lo que resulta en 

cambios significativos de volumen. El primer cambio de volumen ocurre 

cuando la célula es colocada dentro de un diluyente, el cual contiene 

sustancias crioprotectoras como glicerol. Más tarde ocurren cambios de 

volumen cuando la solución es descongelada. 
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Estos cambios de volumen están asociados a cambios de la 

concentración de iones y electrolitos en las soluciones intra y extra 

celulares. La forma en que ocurren estas modificaciones determinan la 

mayor o menor capacidad de la célula para soportar el daño a la que se 

ve sometida. El cambio de volumen es solo uno de los factores de estrés 

a los que la célula se ve sometida durante el proceso de criopreservación 

Leivo y Dradey (1999). 

b) Shock de frío 

Es bien conocido que el enfriamiento rápido del semen entre 30 °C y O oc 

induce un estrés letal en algunas células, el cual es proporcional a la tasa 

de enfriamiento. Es asi que el enfriamiento en este rango de temperatura 

debe ser realizado cuidadosamente Watson (1981). Este fenómeno es 

conocido como shock de frío y puede apreciarse durante el enfriamiento 

de espermatozoides de cualquier especie. 

El estrés de la membrana puede continuar por debajo de O oc sin que el 

cambio de fase sea completo, sin embargo es bien conocido que los 

cambios de fase ocurren, en su mayoría, entre los 5 oc y 15 oc 

Dobrins y col (1993). 

En un estudio sobre la función de permeabilidad de la membrana del 

espermatozoide al criopreservar semen de verraco, se ha demostrado la 
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importancia de la composición lipidica del medio ambiente donde se 

encuentra la membrana plasmática durante el enfriamiento, esto relaciona 

al componente lipídico en la participación del paso de moléculas en la 

membrana e interviene en el mecanismo del daño celular Pettit y Bhur 

(1998). 

El agregado de preparaciones lipídicas purificadas a los espermatozoides 

reduce significativamente el shock de frío y el daño producido por la 

congelación - descongelación Graham y col (1987), por lo que 

usualmente se incluye yema de huevo en la preparación de los diluyentes 

debido a que los fosfolípidos y las lipoproteínas de baja densidad poseen 

un efecto protector contra el shock del frío Quinn y col (1980). 

e) El crioprotector y el estrés celular 

El crioprotector permite mantener una mayor proporción de agua líquida 

intracelular a bajas temperaturas y en consecuencia una menor 

concentración de electrolitos posibilitando la supervivencia celular durante 

el proceso de criopreservación. Sin embargo, estos compuestos y los 

diluyentes producen un estrés transitorio pero importante sobre la 

membrana plasmática de los espermatozoides Stornelli y col (2005). 

La magnitud de este hecho está íntimamente relacionada con la 

capacidad penetrante de los crioprotectores. El crioprotector de elección 
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es comúnmente el glicerol, el cual produce una alteración osmótica. A la 

vez se ha observado que la hiper-osmolaridad producida por este 

compuesto posee un efecto estimulador para la reacción del acrosoma 

Aitken y col (1983). 

Además del glicerol existen otros compuestos que poseen propiedades 

crioprotectoras como por ejemplo el etilenglicol, propilenglicol, dimetil 

sulfóxido o metano! Navarro y col (2004). 

d) Estrés osmótico 

El estrés, inducido por la formación de cristales de hielo está asociado a 

los cambios en la presión osmótica de la fracción no congelada Watson 

(1988). Cuando una solución es enfriada por debajo del punto de 

congelación los cristales de hielo se integran y el agua pura se cristaliza 

formando hielo. Los solutos permanecen disueltos en la fracción de agua 

líquida y por lo tanto la presión osmótica de la solución aumenta. La . 

proporción de agua cristalizada como hielo y la presión osmótica de la 

solución restante depende de la temperatura, velocidad de descenso de la 

misma y el volumen de la fracción no congelada Stornelli y col (2005). 

Por tal sentido la duración de la exposición a estos eventos deberia 

minimizarse para lograr una óptima sobrevivencia, implicando entonces 

que el enfriamiento celular deberia ser rápido. Sin embargo la tasa de 
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enfriamiento debe ser suficientemente lenta como para permitir la salida 

de agua, y prevenir la formación de cristales de hielo intracelular, lo cual 

es letal para la célula Holt y North (1991). 

Así también refieren que el porcentaje de células que sobrevive a un 

proceso de congelación está determinado por la sensibilidad al estrés 

osmótico durante la adición y remoción de crioprotectores durante el 

enfriamiento y el recalentamiento Stornelli y col (2005). Las células 

espermáticas poseen mayor permeabilidad al agua que otros tipos 

celulares Noiles y col (1993). 

Si bien puede haber diferencias entre especies en la sensibilidad del 

espermatozoide a la criopreservación, el eyaculado es heterogéneo 

habiendo una resistencia variable al estrés osmótico entre las células 

espermáticas Katkov y col (1998). 

Los signos de estrés manifestado por los espermatozoides luego de la 

descongelación no se relacionan solo con el estrés osmótico sufrido en el 

descongelado sino también con el estrés sufrido durante el congelado 

Holt y North (1991). Es por eso que cada tipo celular posee una 

velocidad óptima de congelación que garantiza su supervivencia luego de 

la criopreservacíón. 
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Si la velocidad de congelación es demasiado rápida o demasiado lenta el 

estrés producido por el proceso de criopreservación aumenta. Mazur 

(1984) hizo un cálculo empírico acerca del congelamiento de las células 

espermáticas estimando un rango de 15 a 60 OC/minuto como la velocidad 

optima de congelación que permite mayor probabilidad de obtener una 

mejor tasa de sobrevivencia celular. 

2.1.3. Alteraciones de los espermatozoides durante el proceso de 

criopreservación. 

Uno de los efectos comprobados producidos durante el proceso de 

criopreservación es la disminución de la motilidad del espermatozoide 

Hafez (2002) y Stornelli y col (2005). 

En tanto que una pequeña parte de la población celular exhibe un 

movimiento progresivo vigoroso, la mayoría de las células muestran 

variables grados de alteración de la motilidad post congelado en 

comparación con la motilidad del semen fresco. Este hecho puede estar 

íntimamente relacionado con la pobre capacidad fecundante del semen 

congelado. En un estudio con semen criopreservado realizado en 

humanos se encontró que tanto la motilidad progresiva como el vigor del 

movimiento celular eran factores relacionados estrechamente con la 

fertilidad Kelly y col (1997). 
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Si bien, estudios de fertilización in vitro han demostrado que los 

espermatozoides criopreservados son capaces de fertilizar, solo algunos 

acceden al proceso pero muchos otros están estructuralmente afectados y 

son incapaces de fertilizar Ellinton y col (1999). 

2.1 .4. Efecto de la criopreservación sobre el espermatozoide. 

Una vez que los crioprotectores ingresan al citoplasma a favor del 

gradiente de concentración, el fluido intracelular puede ser enfriado a 

temperaturas entre -5 y -15, sin que ocurra la formación de cristales 

hielo, debido a que estas sustancias disminuyen el punto de congelación 

por medio de la interacción entre las moléculas de agua, a estos rangos 

de temperatura los cristales de hielo comienzan a formarse en el medio 

externo. Cuando las temperaturas descienden por debajo de estos 

rangos, se inicia la formación de cristales de hielo intracelular Vincent y 

col (1998). 

La temperatura a la cual deben ser incorporados los crioprotectores a la 

solución de semen y el tiempo de exposición celular, dependen del grado 

perjudicial del crioprotector principalmente en volúmenes excesivos y de 

su velocidad de difusión a través de la membrana plasmática. Esta 

difusión puede verse afectada por el descenso de la temperatura, ya que 

durante este proceso la membrana celular aumenta la proporción de 

colesterol con el propósito de lograr mayor estabilidad mecánica; sin 
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embargo, este aumento del colesterol también disminuye la permeabilidad 

de la membrana a pequeñas moléculas, pudiendo afectar la penetración 

del crioprotector en la célula de una manera efectiva Spinel (2002). 

2.1.5. Criopreservación de espermatozoides de cola de epidídimo 

La utilización de espermatozoides de la cola del epidídimo obtenidos post 

mortem ha mostrado ser una buena alternativa para obtener crías una vez 

muertos los donadores. Kikuchi y col (1998), lkeda y col (2002) 

demostraron que los testículos post mortem de verraco refrigerados a 4 oc 

de 1 a 2 días poseen espermatozoides con capacidad fecundante al ser 

utilizados en pruebas in vitro. Similares resultados reportan, Martins y col 

(2007) en embriones bovinos in vitro, utilizando espermatozoides de la 

cola del epidídimo criopreservados en tris-yema-glicerol. 

Santiago-Moreno y col (2006) criopreservar espermatozoides de 

epididimo de ibises (Capra pirenaica) con diluyente TCG (Tris acido 

glucosa) conteniendo 6% de yema vs a 12%, y reportaron mayor 

viabilidad espermática con el primero. 

Morton y col (2007) evaluaron el efecto de diferentes dilutores de citrato, 

lactosa, y tris para criopreservar espermatozoides de epididimo de Alpaca. 

Reportando mejores resultados utilizando dilutor citrato y congelando con 

método de pellets. 



2.1.6. Crioprotectores 

Los crioprotectores son sustancias de alta solubilidad, y tóxicos a altas 

concentraciones, por lo que deben tener bajo peso molecular para entrar 

fácil y rápidamente a la célula y obtener el máximo efecto protector. 

Además un buen crioprotector debe inhibir la acción enzimática, 

disminuyendo, e inclusive eliminando la actividad de radicales libres 

responsables de lisis celular, antes, durante y después de la congelación 

y descongelación Palma (2001 ). 

a) Toxicidad de los crioprotectores 

Varios aditivos son incluidos en la solución a ser utilizada en la 

criopreservación. Para la congelación, la concentración de los 

crioprotectores penetrantes no debe ser superior a 1 ó 2 M, debido a 

que en estas concentraciones la toxicidad es relativamente baja, de 

esta forma pueden ser equilibrados en una solución por 10-20 

minutos a temperatura ambiente. 

Sin embargo, en vitrificación, el uso de soluciones permeables en 

altas concentraciones evita la formación de hielo intracelular, 

pudiendo llegar a usarse en concentraciones de 8 M, con la 

desventaja que esta solución puede ser tóxica para las células, si el 

tiempo de permanencia en la solución excede ciertos limites. 
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En un estudio realizado por Kasai y col (1979), al comparar la 

toxicidad de cinco agentes penetrables en mórulas de ratón, el 

etilenglicol resultó ser el menos tóxico, seguido del glicerol y el dimetil 

sulfóxido; similares resultados se obtuvieron en blastocistos de bovino 

Tachikawa y col (1993). 

Por otro lado los sacáridos como la sacarosa, glucosa, trehalosa, 

xilosa, etc, son incorporados en pequeñas cantidades en las 

soluciones de deshidratación y vitrificación intracelular, los cuales 

reducen las cantidades del crioprotector, ayudando a reducir los 

efectos tóxicos hacia el embrión Kasai y col (1990). Según Kasai y 

col (1992}, las soluciones con macromoléculas son sustancias no 

penetrantes, de menor efecto tóxico para la criopreservación de 

embriones, los cuales han sido incluidos en altas concentraciones 

debido a que reducen la concentración de los agentes penetrables 

requeridos para la vitrificación. 

La eficiencia de un crioprotector está relacionada a su capacidad de 

penetración a la célula, la cual se encuentra íntimamente ligada a la 

etapa de equilibrio antes de la congelación a la que es sometido. La 

permeabilidad es una característica de la membrana que se asocia 

cuando éste es expuesto a un medio de congelación. Inicialmente la 

célula se contrae por la pérdida de agua, debido a dos causas: la 
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primera a una hiperosmoticidad de la solución extracelular, y la 

segunda, debido a que la célula es mucho más permeable al agua 

que al crioprotector Schneider y Mazur (1984) y Leivo y col (1992). 

2.1. 7 Refrigeración 

El enfriamiento debe ser lento, este proceso suele realizarse 

protegiéndose con un recipiente en una camisa de agua para 

amortiguar el shock térmico Hafez (2002). 

El enfriamiento se realiza a razón de 2°C cada 3 minutos y 

permanece a 5°C durante 45 a 60 minutos antes de proceder al 

agregado del diluyente B que contiene el crioprotector Gueto y col 

(2003). 

Similarmente Angulo y col (1999), sometieron el semen de carnero 

en un recipiente de 22°C e introdujeron a refrigeración a ooc durante 

2 horas, tiempo suficiente que paulatinamente alcanza 5°C, afirma 

que no sufre choque térmico con este procedimiento. Del mismo 

modo Medrano y col (2004), refrigeraron de pajillas con semen de 

caprino hasta 5 oc por dos horas. El procedimiento no tiene 

diferencia entre pajuelas, pellets u otro, en cuanto a refrigeración. 
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2.1.8. Congelamiento del semen 

Olivares y Urdaneta, (1985) precisaron, que posterior al periodo de 

equilibrio con el crioprotector debe procederse a pre-congelar las 

pajuelas de semen, en vapores de nitrógeno a -120 oc por 1 O 

minutos y luego introducir a -196 oc. 

Para realizar el congelamiento de semen de carnero Angulo y col 

(1999) sometieron a 4.5 cm sobre el nivel superior del nitrógeno 

durante 10 minutos. 

Hafez (2002) menciona que en caso de las pajillas suelen congelarse 

en vapores de nitrógeno y almacenados a -196°C, a menudo las 

ampolletas se congelan a razón de 3°C/minuto hasta -15 y este 

desciende hasta llegar a -150 oc, es ahí entonces donde se 

depositan a -196°C. Para el método de píldoras se colocan gotas 

en un volumen aproximado de 0.1 mi, en huecos de forma 

hemisférica hechos en bloques de hielo seco (-78 ° C), este 

procedimiento muestra buena supervivencia al descongelado. 

En otra investigación con semen de caprino se demostró que es 

posible el congelamiento en vapores de nitrógeno en pajillas o en 

pastillas (pellets) en hielo seco en volúmenes de 0.2 mi por un tiempo 
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de 1 a 2 minutos, por cualquiera de estos métodos se conservan en 

termo de nitrógeno líquido (Cueto y col 2003). 

2.1.9. La vitrificación se define como la transición de las soluciones 

acuosas de un estado liquido a un estado vítreo sólido sin la 

formación de cristales, es decir, que debido al rápido descenso de 

temperatura, la "viscosidad" de la muestra aumenta hasta un punto 

en que las moléculas se inmovilizan. De esta forma, se encuentra en 

un estado sólido aunque su estructura molecular sea la de un líquido 

extremadamente viscoso (estado vítreo) Critser y col. (1997). 

Este aumento extremo de la viscosidad requiere velocidades de 

enfriamiento muy rápidas (superiores a 2500 °C/min.) o elevadas 

concentraciones de crioprotectores (de 5 a 7 M) Shaw y col (2000) y 

Vajta (2000). 

La vitrificación, descrita inicialmente en embriones por Rall y Fahy. 

(1985), corresponde a una técnica de congelación ultra rápida 

basada en el contacto entre la solución de vitrificación que contiene 

los agentes crioprotectores y espermatozoides con el nitrógeno 

líquido. La definición física de la vitrificación es la solidificación de 

una solución a baja temperatura sin que ésta llegue a cristalizar 

debido a un enorme incremento de la viscosidad Fahy (1986), 
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manteniendo asi la distribución molecular e iónica que existia antes 

de la congelación Fahy y col (1984) 
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CAPITULO 111 

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION 

3.1. AMBITO DE ESTUDIO 

El trabajo se llevó a cabo en el Laboratorio Central ubicado en la Universidad 

Nacional de Huancavelica de la Ciudad Universitaria de Paturpampa, ubicado en 

el distrito de Huancavelica, provincia y departamento de Huancavelica, a una 

altitud aproximada de 3670 m.s.n.m. Se ubica a 74° 98' longitud oeste y 12° 78' 

latitud sur. El clima es frío siendo la temperatura media anual varía entre 5-8°C y 

una precipitación pluvial anual de 829.6mm. El laboratorio está equipado con 

microscopios, centrifuga, baño maría, tanque criogénico, refrigeradora, platina 

caliente y sistema de calefacción. 

3.2. TIPO DE INVESTIGACION: 

Aplicada 

3.3. NIVEL DE INVESTIGACION 

Experimental 
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3.4. METODO DE INVESTIGACION 

Los principales métodos que se utilizaron en la investigación fueron: análisis, 

síntesis. deducción, inducción. 

3.5 DISEÑO DE INVESTIGACION 

Se utilizó un diseño completamente al azar (DBCA), 

Dónde: 

Y¡i = Es el efecto de los tres protocolos de criopreservacion en 

espermatozoides epididimarios de alpaca 

¡.¡ = Efecto de la media general 

T¡ = Efecto del iésimo tratamiento (protocolos) 

Bi =Efecto del Bloque (edad) 

Eii =Error experimental 

3.6. POBLACION, MUESTRA, MUESTREO 

Población y Muestra: 

Para el cálculo del tamaño muestra! se utilizó el programa informático G-Power 

(Erdfelder y col 201 0), para lo cual se consideró: 

Una diferencia minima a detectar de 0.5. 

Una probabilidad de cometer el error Tipo 1 (a) de 0.05 

Un poder ( 1-~) de 0.80; 

Tal como se observa en la siguiente figura: 
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j(¡ G'Power 3.1.3 
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CfiUcal F "2,.31647 
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A ¡¡nort Compute reqUJred samplt ;ize- given e<, pov;er. and effect size 

Input PararMters 

Oett:rtnine = > 

Lx tfr prob 

o_s 

o 0) 

o 30 

Output Parameters 

No~centrallt'/ p<~:amettr 1-

Numerator (if 

Teta! samplt: s1ze 

Actual po,·.er 

X-Y plot !ora range of value:; 

1 z 0000000 

2,Sl646SS 

48 

o 3029537 

Por lo tanto el tamaño de muestra a utilizarse en el presente estudio es de: 48 

testiculos en total (12 por cada tratamiento). 

42 



3.7 TECNICAS E INTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS 

Obtención de Muestras 

Se obtuvo 48 testículos de alpacas adultas de 2 a 4 dientes, las mismas que 

fueron recolectados en el Camal Municipal de Huancave\ica. 

Los testículos se recolectaron intactos, con escroto, y se procuró recobrar 

conjuntamente con ellos sus vasos deferentes, cuyos extremos se ligó. 

Cada par perteneciente a un animal se guardó en una bolsa plástica con el fin 

de poder distinguir entre individuos; los testículos fueron mantenidos con 

temperatura entre 20 a 25 oc. 

Obtención de testículos y recuperación 

Los testículos fueron transportados al Laboratorio de Investigación Central de la 

Universidad Nacional de Huancavelica en un recipiente isotérmico. El tiempo 

transcurrido entre el sacrifico de los animales y la llegada al laboratorio fue 2 

horas. 

La recuperación de espermatozoides de la cola del epidídimo se realizó a 

través de: 

a) Método de desmenuzamiento de la cola del epidídimo 

La cola del epidídimo se disectó limpiamente separándola de la túnica 

serosa y los vasos sanguíneos adyacentes. Una vez aislada, se colocó en 

una placa petri, luego con una jeringa de 1 mi se le inyectó el dilutor, y se 

cortó completamente la cola del epidídimo en rebanadas delgadas. Los 

cortes de epid ídimo fueron aplastados y enjuagados en el dilutor, retirando 
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paulatinamente todos los cortes del epididimo y dejando un liquido 

blanquecino en la placa petri. Los espermatozoides recuperados se 

depositaron en tubos Falcon, 

Análisis de la muestra 

La evaluación de las muestras obtenidas fueron analizadas 

microscópicamente. Para la evaluación microscópica se consideró las 

variables de motilidad, concentración, porcentaje de vivos y muertos. 

Porcentaje de motilidad 

Se evaluó colocando 1 Oul de muestra de espermatozoides en un 

portaobjeto, seco y atemperado a 37"C y cubierto con una lámina cubre 

objeto. Las muestras fueron colocadas en el microscopio (40X) para 

observar movimiento espermático. Para la calificación de la motilidad se 

tuvo en cuenta los siguientes rangos Muy Buena (>95%), Buena (80-95%), 

Regular (70-80%), Mala (60-70%), Nula o Muy Mala (< 60%) Arencibia 

(2009), Rosario (2009) 

Concentración 

La evaluación de espermatozoides (mm3) fue a través de la cámara de 

Neubauer, se colocó un 1 mi de la muestra en un tubo de ensayo diluida 

con suero fisiológico, se colocó una gota de muestra sobre la cámara de 

Neubauer e inmediatamente lo cubrimos con la lámina cubre objetos. 
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Dejamos que la muestra se distribuya por capilaridad, Se aplicara la formula 

siguiente: 

Número de células/cuadro C1 (25 cuadros C2);;; número de 

células/0.1 mm3 X104 ;;; número de células/mi 

Vivos 1 totales 

El porcentaje de espermatozoides vivos se basa en el principio de que los 

espermatozoides muertos dejan ingresar a los colorantes como la eosina. 

El proceso se inició colocando 1 Oul de muestra, 1 Oul de eosina en un 

portaobjeto limpio. Con el extremo de una segunda lámina, se homogenizo 

primero la gota de la muestra espermática con la de la Eosina. La mezcla 

final se dispersó realizando un frotis a lo largo de un tercer porta objeto. 

Todas las láminas fueron atemperadas a 37°C. Se dejó secar y luego se 

observó a microscopio a 40X, diferenciándose cabezas de espermatozoides 

claros o teñidos de rosado. Se examinó un total de 500 espermatozoides y 

determinando la cantidad de espermatozoides claros y teñidos. 

Los espermatozoides vivos presentaran la cabeza clara, mientras que los 

espermatozoides muertos dejaran ingresar colorante como la Eosina y 

aparecerán coloreados. 
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PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACION: 

PREPARACIÓN DEL DILUTOR. 

A. Para la preparación del dilutor A se mezclaron los siguientes 

agentes Andromed, agua destilada en relación 1 A. Utilizado para 

congelación tradicional. 

B. Para la preparación del dilutor B se usaron los siguientes agentes: 

SP- TALP (stock- suplementado) y Glicerol. Este dilutor se utilizó 

para la criopreservación 2 y 3. 

Cuadro N° 3: El SP· TALP stock en (mM): 

NaCI 100 292.2 

KCI3,1 11.55 

NaHCo 3.25 105 

NaH2Po4 0,3 1.8 

Lactato de sodio 21.6 184 

CaCi2 x 2 H20 2 14.7 

Mg Cl2 x 6 H20 0.4 4.05 

HEPES 10 119 

Fuente. E.laboracion propia. 

Cuadro N° 4: SP· TALP (suplementado) en mM: 

Piruvato de Sodio 1.0 mM 10 ul. 

Gentamicina 10 ul. 

BSA FV (8022) 600 mgr. 
.. - ----- ----- - - ---.. 

Fuente: E!aboraciO!l propia 
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Y los crioprotectores: Glicerol al 10% y glucosa 0.018 mgr. El sp­

Talp se usó un 72 ul 

C. El dilutor C tienen los siguientes componentes: 

SP- TALP (stock - suplementado) y además contiene como 

crioprotector al Etilenglicol (10 ul) más glucosa (0.018 mgr) por 

muestra ya expuesta al dilutor. Este se utilizó para el protocolo de 

criopreservación con etílenglicol. 

Preparación de la eosina 

Esta preparación contiene los siguientes componentes: 

Eosina (0.05 u l.) y cloruro de sodio (0.990 ul). 

PROTOCOLO 1: 

Congelación tradicional. 

Las muestras colectadas se procedió a enfriar hasta llegar a una 

temperatura de soc por un periodo aproximado de 10 minutos (periodo de 

estabilización), seguidamente las muestras fueron aspiradas dentro de las 

pajillas de inseminación previamente identificadas y selladas con alcohol 

polivinílico, luego las pajillas fueron expuestas a vapores de nitrógeno a -

120°C en 5 minutos (pre-congelación) en relación de un minuto por grado 

centígrado, se dejó las pajillas por un periodo de 1 O minutos en suspensión 

a vapores de nitrógeno líquido y se procedió después al lanzado de las 

mismas al nitrógeno líquido a -196°C (congelación). 
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Post congelamiento 

La descongelación se realizó en baño maría a 3rC por espacio de 30 

segundos, el porcentaje de motilidad progresiva por pajilla fueron evaluadas 

colocando una pequeña muestra sobre una lámina porta objeto caliente a 

3rc y colocando un cubre objeto de 18 x 18 mm la cuales fueron 

observadas en el microscopio; de igual manera se evaluó la viabilidad 

espermática por pajilla que fueron sometidas por la técnica de coloración 

de eosina. 

PROTOCOLO 2: 

Vitrificación con glicerol 

Los espermios de alpaca se expusieron a 1 Oul de medio de equilibrio 

consistente SP-TALP su pie mentado conpiruvato de sodio 1.0 mM 1 O 

ul/1 O mi, gentamicina 1 Oul/1 O mi y de suero fetal bovino (BSA) 600 

mgr/1 O mi posteriormente centrifugado y expuesto por 8 minutos en placa 

petri una temperatura de 37° C. Luego, los espermatozoides fueron 

introducidos en una solución de vitrificación consistente de Glicerol (G) al 

99. 5%, 10 ul/muestra, glucosa 0.018 mgr/muestra y 72 u\ de SP TALP 

stock por 4 minutos a una temperatura de 3rC. Posteriormente, 15~1de 

esta suspensión se dejó caer sobre una superficie de plana de vidrio (placa 

petri) pre-enfriado flotando en nitrógeno líquido utilizando una micro-pipeta. 
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Si fuera el caso se puede usar criobiales pre enfriados en nitrógeno líquido 

y se procede a almacenarlas en nitrógeno líquido durante el tiempo que se 

requiera el uso. 

Post congelación 

Para la evaluación seminal las micro-gota vitrificados fueron transferidas 

hacía un tubo falcon de 1 O mi que contiene SP-TALP suplementado pre­

calentado a 37"C, para su 

PROTOCOLO 3: 

Vitrificación con etilenglicol 

Los espermios de alpaca se expusieron a 1 Oul de medio de equilibrio 

consistente SP-TALP suplementado con piruvato de sodio 1 .O mM 1 O 

ul/1 O mi, gentamícína 1 Oul/1 O mi y de suero fetal bovino (BSA) 600 

mgr/1 O mi posteriormente centrifugado y expuesto por 8 minutos en placa 

petrí en una temperatura de 37° C. Luego, los espermatozoides fueron 

introducidos en una solución de vitrificación consistente de Etilenglicol (EG) 

al10 ul/muestra, glucosa 0.018 mgr/muestra y 72 ul de SP TALP stock por 

4 minutos a una temperatura de 37"C. Posteriormente, 15 ~1 de esta 

suspensión se dejó caer sobre una superficie plana de vidrio (placa Petri) 

pre-enfríado flotando en nitrógeno líquido utilizando una mícro-pipeta.Si 

fuera el caso usaran criobiales pre enfriados en nitrógeno líquido y se 
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procede a almacenarlas en nitrógeno líquido durante el tiempo que se 

requiera el uso. 

Post congelación. 

Para la evaluación seminal el micro-gota vitrificado fueron transferidas hacia 

un tubo falcón de 1 O mi de plástico pre-calentado a 3rc, para la 

evaluación. 

3.8. PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS 

Se identificó los animales según edad, se obtuvo las muestras, se recolecto los 

espermatozoides epididimarios posteriormente se evaluó el porcentaje de 

motilidad, concentración, porcentaje de vivos y muertos a las 2 horas después 

de la llegada al laboratorio central de la Universidad Nacional de Huancavelica, 

se realizó la evaluación en fresco, la evaluación de muestra sometidas a 

congelación y por último se evaluará los espermatozoides vitrificados. Estos 

espermatozoides fueron inmediatamente almacenados junto con el grupo de 

espermatozoides control no congelados ni vitrificados. 

3.9. TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS 

El procesamiento de datos se realizó con el Software SAS y Excel, se aplicó un 

DBCA, comparación de medias con la prueba de Tukey. Y a su vez la 

Estadística descriptiva. Los resultados se expresan mediante cuadros e 

histogramas en escala de porcentaje. 
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3.10. ÁMBITO DE ESTUDIO 

El estudio se realizó en el Laboratorio Central de la Universidad Nacional de 

Huancavelica ubicado en el Campus Universitario de Paturpampa, los testículos 

recuperados de alpacas fueron recuperados en el Camal Municipal de 

Huancavelica y fueron trasladados al laboratorio para ser sometidas a 

evaluación. 
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CAPITULO IV 

RECURSOS MATERIALES 

4.1. Materiales de laboratorio 

1. Termos de capacidad de 2 litros. 

2. Cámara de Neubauer. 

3. Jeringas descarta bies de 1, 5 y 1 O mi. 

4. Puntillas para micropipeta de 0,5- 1 O ~1 

5. Puntillas para micropipeta de 20- 100 ~1 

6. Puntillas para micropipeta de 100- 1000 ~1 

7. Placa para maduración 1008 

8. Placa petri 

9. Cubre objetos de 0.8 x 0.8 cm. 

10. Porta objetos de 3.5 x 1.0 cm. 

11. Viales criogénicos 

12. Agujas de 18 g 

13. Agujas de 21 g 

14. Jeringas de 1 O mi 
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15. Papel toalla 

16. Gradilla. 

17. Algodón. 

18. Guardapolvo 

19. Guantes quirúrgicos descartables. 

20. Mascarillas 

21' Gorras 

22. Micropipeta de 20 1 00 u 1 

23. Tubo Falcón graduado 15ml 

24. Tubo Falcón graduado 50ml 

25. Beaker 

26. Pinza. 

27. Caja térmica de tecnopor. 

28. Esponjas pequerias. 

29. Papel aluminio 

30. Estuche de disección. 

31. Bolsas de polietileno 4x3 

32. Pajillas 0.5 mi 

33. Eppendorf 

4.2. REACTIVOS O MATERIAL QUÍMICO. 

Dilutor: 

, Agua Milli Q 
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.,._ Andromed 

, Glucosa 

, NaCI 

, KCI 

,. NaHC03 

> NaH2P04 

> Lactato de Na 

, CaCI2(2H20) 

' He pes , 

> Rojo fenol 

' Piruvato de Na , 

, Gentamicina 

.,._ Suero fetal bovino 

4.3. Crioprotectores: 

,- Glicerol99.5% pureza. 

,- Etilenglicol 99.0% pureza. 

4.4. Equipos. 

' , 

Microscopio 

Termómetro industrial de -50 a 150 °C. 

Balanza de precisión 

Tanque de nitrógeno de 18 litros, 
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~ Refrigeradora. 

"' Incubadora. r 

r Centrifuga 

.., Cámara de rayos UV . 

r Plato térmico. 

.., Bortex . 

,. Baño maria. 

4.5. Otros: 

> Alcohol polivinilico 

r Desinfectante. 

;_.., Nitrógeno liquido. 

., Agua destilada 

r Suero fisiológico 

,. Colorante eosina 

4.6. Materiales de escritorio 

> Libreta de campo 

\, 
.Y CDRW de 700 MB 

'r Fólder manila 

r Cinta adhesiva maskingtype 

,, 
Sobre manila .Y 

,. Rotulador. 
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,., Lapiceros 

> Papel Bond A4 (80 gr.) 

> Papel Bond A4 (60 gr.) 

r USB 

r Anillados 

);> Plumón grueso indeleble 

);> Plumón delgado indeleble 

4.7. Equipos de escritorio 

);> Computadora e impresora 

,_ Camara fotográfica digital 
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RESULTADOS 

Cuadro N° 5: Procedimiento ANOVA para motilidad 

Fuente DF Suma de Cuadrado de la F-Valor Pr>F 
cuadrados media r------- -

Modelo 4 59161.91667 14790.47917 In fin <.0001 
--- ----

Error 43 0.00000 0.00000 
Total 47 59161.91667 
correcto 

Interpretación: 

Existen diferencias significativas (P<0.0001) entre tratamientos respecto a la motilidad 

de espermatozoides epididimarios de alpacas Huacaya. 

Cuadro N° 6: Comparaciones de medias con la prueba de Tukey 

Alfa 0.05 
Error de grados de libertad 43 
Error de cuadrado medio o 
Valor crítico del rango estudentizado 3.77938 
Diferencia significativa minima o 

Cuadro N° 7: Comparaciones entre tratamientos con la prueba de Tukey 

- -
' -- ~ - - - --- ------- --- ----

Tukey Agrupamiento Media Número de Tratamiento 
observaciones 

---------- ------ ~---:--:---------

A 83.33 12 4 fresco 
B 73.25 12 1 Cong.Tradicio 
e 21.58 12 2 Vitri. Glicerol 
o 0.00 12 3 

Vi tri. Etilenglicol 

Interpretación: 

Existen diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos, en el tratamiento 4 

(fresco) se obtuvo el mayor porcentaje de motilidad, seguido del tratamiento 1 

(congelación tradicional).posteriormente esta en tercer lugar el tratamiento 

57 



2(vitrificación con glicerol). Mientras que el tratamiento 3 (vitrificación con etilenglicol) 

tiene una motilidad de cero. 

Cuadro N° 8: Procedimiento ANOVA para concentración 

------------- ---------1 Fuente DF Suma de Cuadrado de la F- Pr > F 
cuadrados media Valor 

Modelo 4 6.0077333E15 1.5019333E15 5.30 0.0015 
Error 43 1.2183176E16 2.8332967E14 
Total 47 1.8190909E16 
correcto 

Interpretación: 

Existen diferencias altamente significativas (P<0.0015) entre tratamientos respecto a la 

concentración de espermatozoides epididimarios de alpacas Huacaya. 

Cuadro N° 9: Comparaciones de medias con la prueba de Tukey: 

Alfa 0.05 
1 Error de grados de libertad 43 
1----- -- ---------- --- ----- --- -------f---- ---

Error de cuadrado medio 2.833E14 
1------- ---------- ---- ----- -- - ---------

Valor crítico del rango estudentizado 3.77938 

Diferencia significativa minima 1.84E7 

Cuadro N° 10: Comparaciones entre tratamientos con la prueba de Tukey 

Tukey Media Número de Tratamiento 
Agrupamiento observaciones 
A 49583333 12 3 Vitri.Etilenglicol 
A 
B A 44253333 12 2 Vitri. Glicerol 
B A 
B A 36662000 12 4 fresco 

-- ------- ------
lB 
' -

- - ----- - -- ------

~---- 28485000 12 1 Cong.Tradicio 
~-------- -----
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Interpretación: 

Existen diferencias altamente significativas (P<0.05) entre los tratamientos 3 

(vitrificación con etilenglicol) y tratamiento 1 (congelación tradicional), mientras que el 

tratamiento 2(vitrificación con glicerol) y tratamiento 4(fresco) son iguales. 

Cuadro N° 11: Procedimiento A NOVA paravivos: 

-------e--------------

Fuente DF Suma de Cuadrado dela F·Valor Pr > F 
cuadrados media 

Modelo 4 35277.66917 8819.41729 394.50 <.0001 
Error 43 961.31109 22.35607 
Total 47 36238.98027 

: 
' 

1 correcto 1 

Interpretación: 

Existen diferencias altamente significativas (P<0.0001) entre tratamientos respecto a la 

concentración de espermatozoides epididimarios de alpacas Huacaya 

Cuadro N° 12: Comparaciones de medias con la prueba de Tukey: 

Alfa 0.05 
Error de grados de libertad 43 

, Error de cuadrado medio 
f----..---- - - -----------

22.35607 
1 Valor crítico del rango estudentizado 3.77938 
1 Diferencia significativa mioima 5.1585 

Cuadro N° 13: Comparaciones .entre tratamientos con la prueba de Tukey 

Tukey Media Número de Tratamiento 
--~grup_a_!_!!i~n~ observaciones 

t------- --------

A 66.033 12 4 fresco 
--------- - - - ------ -- -------- ---------

8 30.181 12 1 eong.Tradicio 
e 2.213 12 2 Vitri. Glicerol 
e 
e 0.000 12 3 itri.Etilenglicol 
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Interpretación: 

Existen diferencias altamente significativas (P<0.05) entre los tratamientos 4 (Fresco) y 

tratamiento 1 (congelación tradicional), mientras que el tratamiento 2(vitrificación con 

glicerol) y tratamiento 3(vitrificación con etilenglicol) son iguales. 

Gráfico N°1: Porcentaje de motilidad espermática según protocolos de 

criopreservación en alpacas 

MOTILIDAD 
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1 
• T -·- 83%-

80 i 
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! 50 
' 40 

MOTILIDAD 
l 30 . 22%. 

20 

10 
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11\f-SCO CONGI:LACION VITI\IfiCACION VITI\IfiCA CON 

' 
' 

TRADICIONAL CON GLICEROL ETILENGLICOL 1 
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INTERPRETACION: Al realizar el analisis de las muestras se concluye que la motilidad 

más alta corresponde al tratamiento 1 (congelcaion tradicional) con un promedio de 73% 

de espermatozoides, teniendo valores que van de 71% 75% respectivamente. 
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Gráfico N° 2: Concentración espermática según protocolos de criopreservaciónen 

alpacas en millones. 
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35000000 
30000000 
25000000 
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44253333.33 
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INTERPRET ACION: Al realizar el analisis de las muestras se obtieneuna concentracionde 

44,253,000 siendo esta la mas alta que corresponde al tratamiento 2(vitrificacion con 

glicerol) , teniendo valores que van de 20,800,000 a66,400,000 respectivamente. 

Gráfico N° 3: Porcentaje de vivos según protocolos de criopreservación en alpacas 
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INTERPRETACION: Al realizar el analisis de las muestras se obtuvo un 30% siendo el 

mas alto porcentaje que corresponde al tratamiento 1 (congelacion tradicional) con un 

promedio de los valores varian de 17.04% a 62% respectivamente. 

62 



DISCUSIONES 

Según Bravo y col (1996), usando semen de alpaca, obtuvo un porcentaje de 

motilidad post congelamiento de 46.7% y en llama de 45%, para Vaughan y col 

(2003) que obtuvo porcentajes de 17.4%,Santiani y col (2005), reportó la obtención 

de motilidades que iban desde 4 a 20%. Pérez y col (2006), obtuvo una motilidad 

progresiva inicial (dilución) fue 74.3%, 77.7% y 68.6% en alpacas, a la 

descongelación varió el indice de recuperación del 18.0% al 43.0% dependiendo del 

nivel de yema de huevo. Mientras que Giuliano y col. (2008) encontró un 27.02% +/-

25.44 de motilidad con vagina artificial, 26.885 +/- 28.66 de motilidad, mediante 

electro eyaculación. 

En el caso de vivos /muertos Giuliano y col (2008), encontró un59.23 +/- 12.96 de 

porcentaje de vivos con vagina artificial y 65.21 +/- 13.42 con electro eyaculación, 

Bravo y col (1997) reporta un porcentaje de espermatozoides vivos de 69.6 en 

promedio con un rango de 58.0- 83.1 

Giuliano y col (2008) reportan una concentración espermática (106/ml) con vagina 

artificial 72.79 +/- 68.96 y 50.28 +/- 73.13 con electro eyaculación, del mismo modo 

Bravo y col (1997) encontró una concentración total de 89 000 000 en promedio, 

con un rango de 61 875 000- 750 000 000. En nuestro caso la motilidad promedio es 

de 83 %para muestras al fresco obtenidas de la cola del epididimo con el dilutor 

Andromed. Así mismo se evaluó la motilidad después de la congelación tradicional 

obteniendo un promedio que es 73%,en la evaluación del protocolo de vitrificación 
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con glicerol se obtuvo un promedio de 22%en motilidad, si mismo en la vitrificación 

con etilenglicol se obtuvo un promedio de O%en la motilidad. Respecto a los autores 

antes citados, no dan la edad aproximada del animal. Coincidiendo de esta forma con 

los rangos de Santiani y col (2005}, quienes reportaron la obtención de motilidades 

que iban desde 4 a 20%. Superando a Pérez y col (2006) que obtuvo una motilidad 

de 8%- 43% al descongelado. Varia de acuerdo a la técnica de colección, frecuencia 

y estado de salubridad de la alpaca. Se coincidió también con Pérez y col (2006) que 

determino una concentración de 25.53 y 40.49 millones de espermatozoides/mi para 

alpacas y llamas siendo diferentes (p<0.05). Con la que coincidimos respecto a la 

concentración en los tratamientos 1 (congelación tradicional), tratamiento 3 

(vitrificación con etilenglicol) y superamos ligeramente en el tratamiento 2 (vitrificación 

con glicerol) esto debido a la técnica de colección de extracción de espermatozoides 

epididimarios. En vivos no encontramos coincidencias con ningún autor citado, 
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CONCLUSIONES 

• El protocolo que permite obtener mayor cantidad de espermatozoides 

epididimarios en alpacas viables post- congelamiento fue el de congelamiento 

tradicional. 

• La motilidad de espermatozoides epididimarios de alpacas Huacaya varía de 83% 

a 22%, en congelación tradicional, 22% en vitrificación con Glicerol y 00% en 

vitrificación con Etílenglicol (post- congelación). 

• La concentración de espermatozoides epididimarios de alpacas Huacaya oscila 

desde los 36 (1 Q6/ml) en fresco, 28 (1 Q6/ml) en congelación tradicional, 44 (1 Q6/ml) 

en vitrificación con Glicerol y 24 (1 Q6Jml) en vitrificación con Etilenglicol. 

• En vivos el porcentaje de espermatozoides epididimarios de alpacas Huacaya 

oscila desde 66% en fresco, 30% en congelación tradicional, 2% en vitrificación 

con Glicerol y 00% en vitrificación con Etilenglicol. 
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RECOMENDACIONES 

• Realizar trabajos de investigación en alpacas macho ya que actualmente estas están 

basadas en alpacas hembras. 

• Realizar investigaciones de alpaca Suri ya que no se reportan publicaciones en la 

parte reproductiva. 

• Realizar trabajos de investigación secuencial al tema tratado en la tesis 

• Realizar estudios con otros protocolos de vitrificación. 

• Realizar estudios de vitrificación a nivel celular del espermatozoide. 

• Realizar estudios con otros porcentajes de crioprotectores. 
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CUADRO N° 5: Base de datos de análisis de protocolos de criopreservación 

en espermatozoides epididimarios de alpacas 

Programa SAS. 
MOTILIDAD 

Obs TRATAMIENTO BLOQUE VR 
1 1 4 75 
2 1 4 71 
3 1 4 75 

' 4 1 4 71 
1 - --- -- -- - -- - - -- - ------------

5 1 4 75 --
6 1 2 73 
7 1 2 75 
8 1 2 75 

f---
9 1 2 71 
10 1 4 75 

l 11 1 4 - -- 72 - -- -- ---- -

' 12 1 4 71 - ---- -- ---2---- ------ ___ 2 _____ -------
28 f - _13 __ 

~=-~---=~-:=== 
----- -

' 14 4 18 e---- __ 15 ___ -- ------
4 12 

~- -16--1------2-------- _4 ___ 
18 

17 2 4 38 
18 2 2 31 
19 2 2 29 
20 2 4 22 
21 2 2 25 
22 2 4 10 
23 2 2 15 - -- --t--- __ 4 ___ ----------------
24 2 13 --
25 3 

- r-------- o 2 ---
26 3 4 o 
27 3 4 o 
28 3 4 o 
29 3 2 o 
30 3 2 o 
31 3 2 o 
32 3 2 o 

1-
33 3 2 o 
34 3 2 o ------
35 3 2 o 

' --- -- - - --- - -----
36 3 4 o - --- - --- --
37 4 4 80 r-- 38-- --------- -- -- -----------

4 - 1--4 75 r---- 39 4 4 82 : 1----- 4 --r---
40 4 85 r-
41 4 4 87 
42 4 2 89 
43 4 2 88 
44 4 2 89 
45 4 2 81 
46 4 4 80 
47 4 4 81 
48 4 4 83 

-----~- ---
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Procedimiento ANOVA 

Información de nivel de clase 

Número de observaciones leídas 48 

Número de observaciones usadas 48 

Procedimiento ANOVA 

Variable dependiente: VR 

Fuente DF Suma de Cuadrado de la F-Valor Pr >F 
cuadrados media 

Modelo 4 59161.91667 14790.47917 In fin <.0001 
'-

Error 43 0.00000 0.00000 
- - - --- -- - -~-- -- --

Total 47 59161.91667 
\ correcto 

-- -- --- -- --- -- - - ---

R-cuadrado VR Media 
1.000000 44.54167 

Fuente DF Anova SS Cuadrado de la F-Valor Pr > F 
media 

Trata miento 3 58080.08333 19360.02778 In fin <.0001 
Bloque 1 2343.33466 2343.33466 In fin <.0001 

Prueba de Tukey: 

Alfa 0.05 
~rror de grados de libertad 43 

Error de cuadrado medio o 
Valor critico del rango estudentizado 3.77938 

f-- -- ---+---
Dife~enc_@_ ~g_nifica~I{?__I!!ir~U:n..-ª__ __ _ _ _ o 
~-

Tukey Media Número de Tratamiento 
Agrupamiento observaciones 

A 83.33 12 4 
1----· 

B 73.25 12 1 
e 21.58 12 2 
o 0.00 12 3 
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~1 

VIVOS: 
Obs TRATAMIENTO BLOQUE VR 
1 1 4 32.20 
2 1 4 62.00 
3 1 4 27.72 
4 1 4 25.94 
5 1 4 30.77 
6 1 2 32.58 
7 1 2 28.17 
8 1 2 20.02 
9 1 2 26.60 

10 1 4 17.04 
11 1 4 31.43 
12 1 4 27.70 
13 2 2 2.80 
14 2 4 1.90 

--·~ ~-~ 

15 2 4 1.30 
-

'--
16 2 4 1.90 
17 2 4 3.90 
18 2 2 3.10 
19 2 2 2.98 
20 2 4 2.20 
21 2 2 2.57 
22 2 4 1.00 
23 2 2 1.50 
24 2 4 1.40 

~· -----
25 3 2 0.00 

------ ---~---~---~-

26 3 4 0.00 
27 3 4 0.00 

----
28 3 4 0.00 
29 3 2 0.00 
30 3 2 0.00 
31 3 2 0.00 
32 3 2 0.00 
33 3 2 0.00 
34 3 2 0.00 

f - ---- ~ - -- -- -- ~ -- ---- ---- -------
35 3 2 0.00 -- - ~ ~ - - ~ - -- ---- --- ------~ - ~ -----------
36 3 4 0.00 --- -------- --- ---~-- ---- -- - -- -- ------ -- -----------------
37 4 4 58.60 
38 4 4 53.69 
39 4 4 64.94 
40 4 4 69.59 
41 4 4 71.56 
42 4 2 76.56 
43 4 2 72.52 
44 4 2 76.66 
45 4 2 60.54 
46 4 4 57.49 
47 4 4 62.88 
48 4 4 67.37 
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Procedimiento ANOVA 

Información de nivel de clase 

Clase Niveles Valores 
¡--~------~---~~- -~- ~ -------- ------------

Tratamiento 4 1 2 3 4 
Bloque 2 24 

Número de observaciones leídas 48 
Número de observaciones usadas 48 

Procedimiento ANOVA 

Variable dependiente: VR 

Fuente DF Suma de Cuadrado dela F-Valor Pr > F 
cuadrados media 

Modelo 4 35277.66917 8819.41729 394.50 <.0001 
- --- -

Error 43 961.31109 l 22.35607 
- - ~~ - - - -- --

Total 47 36238.98027 
correcto ~ ~~ 1 -- - ---- - -- - - -- - - -- --- -- --- ----- -------

R·cuadrado Coef Var 
--- -------~--

Raiz MSE 1 VR Media 
0.973473 19.21520 4.728221 24.60667 

Fuente DF Anova SS Cuadrado de la F-Valor Pr > F 
media 

Tratamiento 3 34250.72148 11416.90716 510.68 <.0001 
Bloque 1 1026.94769 1026.94769 45.94 <.0001 

Prueba de Tukey: 

Alfa 0.05 
Error de grados de libertad 43 
Error de cuadrado medio 22.35607 
Valor crítico del rango estudentizado 3.77938 

f---------- - -~-- -
_gif~~~~n-~_@_~gnif~a~~9.~J~irll_§_ ____ 5.1585 

-------

---
Tukey Media Número de Tratamiento 

Agrupamiento observaciones 
A 66.033 12 4 
B 30.181 12 1 
e 2.213 12 2 
e 
e 0.000 

'--
12 3 
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!f 

CONCENTRACION 
Obs TRATAMIENTO BLOQUE VR 

1 1 4 19000000 
2 1 4 18500000 
3 1 4 45200000 
4 1 4 26600000 
5 1 4 52900000 
6 1 2 19200000 
7 1 2 19000000 
8 1 2 17760000 
9 1 2 27760000 
10 1 4 19800000 

r--
11 1 4 27200000 
12 1 4 48900000 

~-- ---
13 2 2 20800000 

-~ --- -------~ ------ ---- ---- ---- ~-~ 

14 
-----t--~¡--

4 65000000 --
15 4 54300000 
16 4 27500000 
17 2 4 64400000 
18 2 2 20800000 
19 2 2 37000000 
20 2 4 66400000 
21 2 2 52800000 
22 2 4 30720000 
23 2 2 32000000 
24 2 4 59320000 

- -------------~--¡---
25 3 2 33400000 

------~--¡--~ -------~- ----~-

4 73300000 26 3 
--~-¡------ -- ----

4 80100000 27 3 
28 3 4 67200000 -- ---
29 3 2 56700000 
30 3 2 36000000 
31 3 2 10400000 
32 3 2 21000000 
33 3 2 53500000 
34 3 2 30400000 - - -- --
35 3 2 57600000 - - -- ----- -~ --- -------- - -- -- -- - - -------- -- -- --· 

36 3 4 75400000 -- ------------------¡--------------
37 4 4 22304000 
38 4 4 22700000 
39 4 4 61600000 
40 4 4 36100000 
41 4 4 79200000 
42 4 2 27000000 
43 4 2 23940000 
44 4 2 20400000 
45 4 2 30000000 
46 4 4 25600000 
47 4 4 32200000 
48 4 4 58900000 
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Procedimiento ANOVA 

Información de nivel de clase 

Clase Niveles Valores 
Tratamiento 4 1234 

Bloque 2 24 

Número de observaciones leídas 48 

Número de observaciones usadas 48 

Procedimiento ANOVA 

Variable dependiente: VR 

Fuente DF Su m 
cuadr 

a de [ Cuadrado de la F- Pr > F 
a dos 

1 

media Valor 
-- -----

Modelo 4 6.0077 3 33E15 1.5019333E 15 5.30 0.0015 
f--

Error 43 1.21831 76E16 2.8332967 E 14 
Total 47 1.8190 9 09E16 

correcto 
'--- -------- ---------

R- Coef Var Raíz MSE VR Media 
cuadrado 
0.330260 42.35001-

¡---

16832399 39745917 

Fuente DF Anova SS Cuadrado de la F·Valor Pr > F 
media 

Tratamiento 3 3.0409243E15 1.0136414E15 3.58 0.0214 
1 Bloque 1 2.966809E15 l 2.966809E15 _10_.47 -- 0.0023 

- - -~--- ------

Prueba de Tukey: 

Alfa 0.05 
Error de grados de libertad 43 
Error de cuadrado medio 2.833E14 
Valor crítico del rango 3.77938 
estudentizado 
Diferencia significativa mínima 1.84E7 

~- -
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Tukey Media Número de observaciones Tratamiento 
Agrupamiento 
A 49583333 12 3 --
A 
B A 44253333 12 2 
B A 
B A 36662000 12 4 
B 

LB 28485000 12 1 
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¡ 
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Fotografía N° 07: Extracción de testículos de alpaca 

Fotografía N° 08: Separación de la membrana testicular. 
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Fotografía N° 09: Limpieza de la cola del epididimo 

Fotografía N° 10: Trituración de epidídimo en medio de dilución 
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Fotografía N° 11: Muestras con tinción de Eosina, previamente identificadas 

Fotografía N° 12: Evaluación de las muestras en el microscopio 
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Fotografía N° 13: Preparación de la cámara de Neubauer para realizar el conteo 

de espermatozoides 

Fotografía N° 14: Evaluación de muestra de alpaca de boca llena. 40X. 
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Fotografía N° 15: Proceso de congelación de espermatozoide de alpaca 
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Fotografía N° 16: Enpajillado de espermatozoide d alpacas para congelación. 
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Fotografía N° 17: sellado con alcohol polivinilico para congelación de 
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J 
Fotografía N° 18: Exposición de pajillas de espermatozoide de alpaca al 

nitrógeno líquido. 
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Fotografía N° 19: Preparación de muestras para vitrificación. 

Fotografía N° 20:centrifugado de muestra. 
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Fotografía N° 21: Extracción de muestra de centrifugado. 

Fotografía N° 22: Muestra en medio de vitrificación. 
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Fotografía N° 23: Estabilización de muestra con medio de vitrificación en 

incubadora a 3rc. 

Fotografía N° 24: Preparación del nitrógeno líquido para vitrificación. 
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Fotografía N° 25: Lanzado de alicuaotas de muestra en superficie expuesta a 

nitrógeno liquido. 

Fotografía N° 26: vitrificación. 
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Fotografía N° 27: Descongelación de alícuotas vitrificadas en medio SP- TALP 

stock a 3r c0 

Fotografía N° 28: Extracción de muestra para evaluación de muestra. 

,, 
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Fotografía N° 29: Evaluación de muestras post congelación. 40X. 

J 

/ 
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Fotografía N° 30: Evaluación de muestras post congelación. 40X. 
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Fotografía N° 31: Evaluación de muestras post vitrificación. 40X. 
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Fotografía N° 32: Evaluación de muestras post vitrificación. 40X. 
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