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RESUMEN 

En el Centro de Investigación y Producción Quimsachata del INIA Puno, con el 

objetivo de vitrificar embriones de alpaca (Vicugna pacos) recuperados por 

superovulación utilizando la hormona gonadotropina coriónica equina (eCG), 

considerando su calidad, se elaboró un protocolo con base a lo descrito por Saíto et al. 

(1994); Saíto e Imai (1997) y Saíto (2001). Se utilizó tres soluciones, (1) solución de 

equilibración : (5 ml glicerol + 1.71 g sucrosa + 0.75 g xilosa + 20 ml suero fetal bovino 

+ 2 ml gentamicina) a una temperatura de 28 °C donde se colocó el embrión por 5 min, 

(2) solución de vitrificación : (5 ml glicerol + 5 ml etilenglicol + 3.42 g sucrosa + 1.50 g 

xilosa + 20 ml suero fetal bovino + 2 ml de gentamicina), donde los embriones 

permanecen 5 min, (3) solución para el lavado y conservación : en pajillas de 0.25 ml 

por embrión (1.5 ml glicerol + 10 ml etilenglicol + 5.13 M de sucrosa + 2.25 g xilosa + 

20 ml suero fetal bovino + 1ml de gentamicina), estas después de un minuto son 

sumergidas en nitrógeno líquido. Se lograron recuperar y vitrificar 26 embriones, los 

que fueron clasificados como excelentes (30.77%), buenos (46.15%) y regulares 

(23.08%) con un tamaño promedio de 467.50, 410.00, y 400.00 µm, los mismos luego 

de la desvitrificación se reclasificaron como excelentes (20%), buenos (44%) y 

regulares (36%) con un tamaño de 448.00, 438.18, y 342.00 µm, respectivamente. 

Existe asociación entre la calidad del embrión vitrificado y desvitrificado (p<0.01) y 

entre la calidad del embrión desvitrificado y la condición de preñez (p<0.01). 

Únicamente embriones de calidad excelente transferidos fueron viables, lo que 

posibilitó alcanzar un 60% de preñez en las llamas receptoras.   

Palabra clave: biotecnología de la reproducción, camélido, superovulación.  
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ABSTRACT 

 

At the Research and Production Center “Quimsachata” of INIA Puno, with the objective 

of vitrifying alpaca embryos (Vicugna pacos) recovered by superovulation using the 

equine chorionic gonadotropin hormone (eCG), considering its quality, a protocol was 

elaborated based on what was described by Saíto et al. (1994); Saito & Imai (1997) and 

Saito (2001). Three solutions were used: (1) equilibration solution: (5 ml glycerol + 

1.71 g sucrose + 0.75 g xylose + 20 ml fetal bovine serum + 2 ml gentamicin) at a 

temperature of 28 °C where the embryo was placed for 5 min, (2) vitrification solution: 

(5 ml glycerol + 5 ml ethylene glycol + 3.42 g sucrose + 1.50 g xylose + 20 ml fetal 

bovine serum + 2 ml gentamicin), where the embryos remain 5 min, (3) solution for the 

washing and preservation: in straws of 0.25 ml per embryo (1.5 ml glycerol + 10 ml 

ethylene glycol + 5.13 M sucrose + 2.25 g xylose + 20 ml fetal bovine serum + 1 ml 

gentamicin), these after one minute are submerged in liquid nitrogen. It was possible to 

recover and vitrify 26 embryos, which were classified as excellent (30.77%), good 

(46.15%) and regular (23.08%) with an average size of 467.50, 410.00, and 400.00 μm, 

the same after devitrification was reclassified as excellent (20%), good (44%) and 

regular (36%) with a size of 448.00, 438.18, and 342.00 μm, respectively. There is an 

association between the quality of the vitrified and devitrified embryo (p<0.01) and 

between the quality of the devitrified embryo and the pregnancy condition (p<0.01). 

Only embryos of excellent quality transferred were viable, which made it possible to 

reach 60% of pregnancy in the receiving llamas. 

 

Keyword: biotechnology of reproduction, camelid, superovulation. 
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I. I NTRODUCCIÓN 

 

El Perú cuenta con el 87% (3´685, 516) de la población mundial de alpacas, seguido por 

Bolivia con el 9.5%. La producción nacional de alpacas abastece al 82% de la demanda 

de fibra mundial, generando US$ 800 mil dólares anuales; asimismo el ingreso anual 

por la comercialización de carne es de 7 800 TM que genera un ingreso de US$ 8 580 

000 por año. Sin embargo, la crianza de alpacas genera el 1.35% del total de las 

exportaciones del Perú, 5% de las exportaciones no tradicionales y de 2 a 2.5% del PBI 

manufacturero en los últimos 10 años. Las regiones que tienen mayor población de 

alpaca son: Puno (1 427 816), Cusco (517 965), Arequipa (477 851), Huancavelica (302 

609), Apurímac (224 855) y Ayacucho (193 408) (INEI, 2012). 

Cuando se pretende desarrollar un esquema de selección mediante la difusión de los 

caracteres deseados dentro de un rebaño de alpacas utilizando los procedimientos de 

cría tradicionales, nos encontramos frente a una labor difícil y lenta, esto sucede por el 

prolongado periodo de gestación que es de 11 meses, que solo permite obtener una cría 

por año, es decir que a lo largo de toda la vida reproductiva de una hembra se puede 

obtener un número máximo de 6 descendientes. Para enfrentar esta restricción la 

aplicación de la biotecnología de la reproducción está permitiendo multiplicar los 

animales de calidad a través de la transferencia de embriones en fresco (Correa et al., 

1994). 

En camélidos, el desarrollo y aplicación de biotecnologías reproductivas ha sido 

limitado por diferentes factores. Los ensayos sobre vitrificación de embriones a nivel 

del país es muy escasa y no existen experiencias que se hayan desarrollado, ya que se 

requiere de un laboratorio equipado, personal capacitado y disponibilidad de animales  
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que permita desarrollar un trabajo sostenido. Es necesario para poder avanzar, diseñar y 

desarrollar protocolos de vitrificación de embriones, para contribuir en la difusión de 

material genético de alta calidad a los rebaños que apuestan por el cambio tecnológico, 

es decir como una herramienta útil en la mejora genética de los camélidos domésticos 

(Palasz  et al., 2000; Aller et al., 2002; Lattanzi et al., 2002). 

La mayor parte de los descendientes obtenidos en los rebaños de los productores son 

fruto de cruzamientos producidos al azar, por lo cual, solo unos pocos son de calidad, lo 

que está contribuyendo en la progresiva desaparición de los animales con características 

fenotípicas ideales, por lo tanto, dada la necesidad de diseñar y aplicar un plan de 

mejora genética que incluya la biotecnología reproductiva como una herramienta útil 

para la difusión de genes deseables que contribuyan a mejorar el ingreso económico de 

los criadores, se planteó como objetivo desarrollar un protocolo para vitrificar 

embriones de alpacas (Vicugna pacos) recuperados por superovulación utilizando la 

hormona gonadotropina coriónica equina (eCG), considerando su calidad y viabilidad, 

en el Centro Investigación y Producción Quimsachata del Instituto Nacional de 

Innovación Agraria (INIA), Estación Experimental Illpa – Puno.  
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1. ANTECEDENTES 

Paredes et al. (2014), en el Centro de Investigación y Producción Chuquibambilla de la 

Universidad Nacional del Altiplano Puno, evaluó in vitro e in vivo la viabilidad de 

embriones de alpacas sometidos a la congelación lenta con dos agentes crioprotectores. 

Utilizaron 24 embriones de grado A, recuperados por el método no-quirúrgico al octavo 

día post coito de donadoras no superestimuladas. Los embriones fueron distribuidos 

para la adición de dos crioprotectores de la siguiente manera: 12 embriones con 

etilenglicol a 1.5 M y 12 embriones con dimetilsulfóxide a 1.0 M en PBS + 10 % de 

suero fetal bovino. Luego los embriones fueron expuestos por 10 min al crioprotector, 

donde los embriones se cargaron en pajillas de 0.25 mL y se colocaron en un congelador 

automático de embriones a -7 °C por un 1 min, seguidamente se realizó el “seeding”, se 

mantuvieron por 10 min más para su equilibrio y la congelación se realizó con el 

descenso de la temperatura de 0.5 °C/min hasta -33 °C y finalmente se almacenaron las 

pajillas en un termo criogénico con nitrógeno líquido hasta su uso. Para la 

descongelación las pajillas se mantuvieron 8 minutos a temperatura ambiente, luego se 

sumergieron en baño María a 32 °C/2 min. Se vació el contenido de la pajilla en una 

placa petri que contenía PBS con 10 % de suero fetal + 0.2 M de sucrosa para su 

rehidratación por 5 min. Para la evaluación de la viabilidad in vitro se hizo con ayuda de 

un microscopio estereoscopio donde mantenían su morfología el 100 % (12/12) y 66.7% 

(8/12) de embriones para etilenglicol y dimetilsulfóxide, respectivamente, porcentajes 

sin diferencia (p>0.05). A la evaluación de la viabilidad in vivo post transferencia a 

receptoras se lograron el 58.3 % (7/12) y 37.5 % (3/8) de preñez a la ecografía para el 
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efecto del etilenglicol y dimetilsulfoxide, respectivamente, sin diferencia (p>0.05). Se 

concluyó que los embriones de alpaca en fase de blastocisto se pueden congelar por el 

método lento utilizando los crioprotectores etilenglicol o dimetilsulfóxide. 

Martínez et al. (2014), en la Clínica de Reproducción Animal de la Universidad 

Nacional de Colombia, evaluaron el éxito de un procedimiento de criopreservación de 

embriones equinos, a fin de conseguir una preñez viable. Se colectaron embriones 

equinos al día 6-6.5 (<300 μm; n=24) y se sometieron a dos técnicas de 

criopreservación: grupo 1 (n=12), vitrificación, utilizó una solución VS1 (Gli [1.4 M]) 5 

min, VS2 (Gli [1.4 M]+ EG [3.6 M]) y VS3 (Gli [3.4 M] + EG [4.6 M] 1 min. Se 

empacaron en pajillas de 0.25 ml y se sumergieron en nitrógeno líquido; grupo 2 

(n=12), congelación lenta: uso una solución de congelación (1.8 M de EG + 0.1 M 

sucrosa) por 10 min, empacados en pajillas de 0.25 ml, llevados al congelador de 

embriones, exponiéndolos a una curva de congelación y sumergidos en nitrógeno 

líquido. Posterior a la descongelación, a los 24 embriones se les removió el 

crioprotector y luego fueron sumergidos en un medio de cultivo DMEM/F12 + 10 % de 

suero fetal bovino (SFB) e incubados bajo atmósfera controlada (5 % CO, 5 % N, 90 % 

O) por 48 h. Se evaluó el desarrollo embrionario en el 75 % de los embriones 

vitrificados (n=4); el 20 % de los embriones fueron sometidos a congelación lenta 

(n=1). No se observaron diferencias significativas en los grupos respecto al desarrollo 

embrionario, pero sí en la tendencia de supervivencia en los embriones vitrificados. Uno 

de los embriones vitrificados fue transferido a una receptora, logrando una preñez viable 

y el nacimiento de un potro vivo. 
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Fernandez et al. (2013), en la Universidad Autónoma Metropolitana-Xochimilco 

(UAM-X). Calzada del Hueso 1100, Colonia Villaquietud, Delegación Coyoacán, CP. 

04960, México, evaluaron la viabilidad después de la vitrificación de embriones de 

cerda y oveja producidos in vitro. Las células del cúmulo (COCs) fueron obtenidos por 

punción de folículos de 3 a 6 mm de diámetro a partir de ovarios colectados en rastro. 

La viabilidad fue evaluada en tres grupos de embriones: sin vitrificar (grupo control), 

después de la vitrificación (calentamiento) y a 72 horas de cultivo después del 

calentamiento. La vitrificación se realizó en dos pasos; se inició con etilenglicol (EG)       

4 % (v/v) y suero fetal bovino (SFB) 20 % en TCM-199 a 37 °C por 15 minutos, 

posteriormente fueron transferidos a solución de vitrificación EG 35 %, trehalosa 0.4 M 

y SFB 20 % en TCM-199, finalmente fueron colocados en pajillas abiertas biseladas 

(BES). Las pajillas fueron sumergidas y conservadas en nitrógeno líquido por semana. 

El grupo control presentó una viabilidad total de 74.3 % y los embriones de 8-16 

blastómeros y mórulas tuvieron el 100% de viabilidad. La viabilidad total en los 

embriones calentados fue de 49.3 % y la mayor viabilidad la presentaron los embriones 

de 8-16 blastómeros 63.7 % y las mórulas 61.7% aunque la diferencia no fue 

significativa (p>0.05). 

Vásquez et al. (2011), en la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad 

Nacional Mayor de San Marcos- Lima, determinaron el efecto de dos métodos de 

criopreservación sobre la supervivencia in vivo e in vitro de embriones de llama. Se 

recuperaron 73 embriones en estadio de blastocisto eclosionado mediante una técnica no 

quirúrgica a los 6.5 días post servicio en llamas superestimuladas. Las llamas receptoras 

se distribuyeron aleatoriamente en grupo control (n = 14), de vitrificación (n=30) y de 

congelación lenta (n=29). Para la vitrificación, los embriones fueron expuestos a la 
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solución de vitrificación (SV) conteniendo 20 % glicerol + 20 % etilenglicol + 0.5 M 

sucrosa + 10 % suero fetal bovino (SFB) + 50 μg/ml sulfato de gentamicina, y 

sumergidos en nitrógeno líquido dentro de pajillas de 0.25 ml. Para la congelación lenta, 

los embriones fueron expuestos a fosfato buffer salino (PBS) con 1.5 M de etilenglicol 

+ 10 % de SFB + 50 μg/ml de sulfato de gentamicina, aspirados en pajillas de 0.25 ml, y 

enfriados a una tasa de descenso de 0.12 °C/min hasta 5 °C y, luego, en la boca del 

tanque de nitrógeno, se continuó el descenso a una tasa de 5 °C /min hasta -20 °C por 5 

min, y luego se sumergieron en el nitrógeno líquido. En la descongelación se utilizaron 

soluciones de dilución conteniendo dos concentraciones de sucrosa: 0.5 M y 0.2 M para 

congelación lenta y 0.25 M y 0.12 M para vitrificación. Se realizó una evaluación in 

vivo a todos los embriones del grupo control y al 50 % de los embriones de los dos 

grupos experimentales, mediante transferencia directa a hembras receptoras 

previamente sincronizadas. El diagnóstico de preñez se llevó a cabo por ecografía 

transrectal a los 20 y 30 días. La preñez fue de 4/13, 2/12 y 0/11 para las receptoras de 

los grupos control, vitrificados y congelación lenta, respectivamente, sin diferencia 

estadística. Para la evaluación in vitro, los embriones criopreservados fueron cultivados 

en PBS + 20 % SFB, en una atmósfera compuesta por 5 % de CO2, 20 % de O2 y 75 % 

de N2, durante 1 h a 39 °C, y se observó su re-expansión mediante la observación de su 

morfología. Se obtuvo 75.0 % (9/12) de re-expansión en embriones vitrificados y 57.1 

% (4/7) en embriones congelados lentamente (4/7), sin diferencia significativa. Se 

concluyó que la vitrificación podría ser el método adecuado para la criopreservación de 

embriones de llama. 

Vásquez et al. (2007), en el Centro de Investigación Quimsachata, INIA-Puno, 

utilizaron dos alpacas hembras donadoras que recibieron un tratamiento de 
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superovulación con eCG y fueron montadas naturalmente. A los siete días se realizó el 

lavado uterino no quirúrgico, recuperándose 9 embriones en estadio de blastocisto y 

clasificados según lo señalado en el manual de la Sociedad Internacional de 

Transferencia de Embriones (Stringfellow y Sidel, 2000). Los embriones fueron 

expuestos por 5 minutos a la solución de vitrificación 1 (SV1) (0.1 M de sucrosa, 0.125 

M de glucosa y 10 % de glicerol); 5 minutos en la solución de vitrificación 2 (SV2 ) 

(0.2 M de sucrosa, 0.25 M de glucosa, 10 % de glicerol y 10 % de etilenglicol) y 

finalmente transferidos a la solución de vitrificación 3 (SV3), (0.3 M de sucrosa, 0.375 

M de glucosa, 20 % de glicerol y 20 % de etilenglicol), por 1 minuto, antes de ser 

cargados en pajillas de 0.25 ml y ser sumergidos en nitrógeno líquido. Cuarenta y ocho 

horas después, los embriones fueron descongelados y evaluados. Ocho embriones 

descongelados de buena calidad morfológica, fueron transferidos a 8 alpacas receptoras 

previamente sincronizadas; sin embargo, a la evaluación ecográfica ninguna hembra fue 

diagnosticada preñada. De acuerdo a los resultados, se señaló que posiblemente existan 

factores que no afectan la calidad morfológica pero si la viabilidad de los embriones 

transferidos. 

Saito et al. (1994), en el Ministerio de Agricultura, Silvicultura y Pesca 1, Odakurahara, 

Nishigo-mura Nishishirakawa-gun, Fukushima, Japón 960, evaluaron el efecto de la 

adición de azúcares a una solución de vitrificación sobre la tasa de supervivencia de los 

blastocistos bovinos producidos in vitro. Los blastocistos bovinos  in vitro (IVM) e in 

vitro (FIV) bovino- 6to día- 8 blastocistos bovinos se clasificaron en 3 etapas de 

desarrollo: blastocitos tempranos, blastocitos y blastocitos expandidos. Los blastocitos 

se criopreservaron en 3 soluciones de vitrificación: 1) 25 % de glicerol + 25 % de 

etilenglicol (GE); 2) 20 % de etilenglicol + sacarosa 3/8 M + dextrosa 3/8 M (GESD). 
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La solución básica fue Dubelcco’s PBS suplementado con 20 % de suero fetal de  

ternera. Los embriones se expusieron a cada solución de vitrificación en 3 etapas, y 

después de cargarlos en pajillas de 0.25 ml, se sumergieron en nitrógeno líquido. 

Después del calentamiento en baño María a 20 °C, los crioprotectores se diluyeron en   

1/2 M y 1/4 M de sacarosa cada uno durante 5 min. El procedimiento de equilibrio y 

sustitución, excepto el calentamiento, se realizó a temperatura ambiente (23 a 27 °C). 

Después de la dilución, los embriones se cultivaron en medio F10 de jamón + 0.1 m MB 

- mercaptoetanol + 20 % de suero fetal de ternera. Los resultados de las tasas de 

supervivencia de los embriones a las 48 h de incubación de cada una de las 3 etapas de 

desarrollo (blastocitos tempranos, blastocitos y blastocistos expandidos) expuestos a los 

3 tipos de soluciones de vitrificación (GE, GES y GESD) fueron 23.5, 33.3, 65.8 %;  

55.6, 71.9, 90.5 %; y 84.6, 83.3, 95.8%, respectivamente. Estos resultados indican que 

una mezcla de 25 % de glicerol + 25 % de etilenglicol no es adecuada para la 

vitrificación de blastocistos bovinos tempranos, sin embargo, la adición de azúcares a la 

solución es significativa (p<0.01) donde mejoró la tasa de supervivencia de los 

blastocistos vitrificados, independientemente de su etapa de desarrollo. 

Saíto e Imai (1997), en el Ministerio de Agricultura, Silvicultura y Pesca 1, 

Odakurahara, Nishigo-mura, Nishishirakawa-gun, Fukushima, Japón 961, determinaron 

el efecto de la adición de diversos monosacáridos a una solución de vitrificación sobre 

la tasa de supervivencia de los blastocistos bovinos producidos in vitro. Los blastocistos 

bovinos in vitro son madurados y clasificados a los 7-8 en estadios de desarrollo: 

blastocitos tempranos (BT), blastocistos (BL) y blastocistos expandidos (BE). Los 

blastocistos se crioconservaron en una de las soluciones de vitrificación que consisten 

en 20 % de glicerol + 20 % de etilenglicol + 0.3 M de sacarosa + 3 % de polietilenglicol 
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+ 0.3 M (monosacárido). Los monosacáridos, fructosa, glucosa, inositol, manitol, 

sorbitol y xilosa, se emplearon respectivamente en la solución de vitrificación anterior. 

La solución básica fue PBS de Dubelcc’o. Los embriones se expusieron a cada solución 

de vitrificación en sus etapas, y después de cargarlos a pajillas de 0.25 ml, se 

sumergieron en nitrógeno líquido. Después del calentamiento en un baño de agua a     

20 °C, los crioprotectores se diluyeron en 1/2 y 1/4 M de solución de sacarosa cada uno 

durante 5 minutos. Los procedimientos de equilibrado y dilución, excepto el 

calentamiento, se llevaron a cabo a temperatura ambiente (23 a 27 °C). Después de la 

dilución, los embriones se cultivaron en Ham's F10 + B-mercaptoetanol 0.1 mM + 20 % 

de suero de ternera mortal. Las tasas de supervivencia a las 48 horas (tasa de eclosión a 

las 96 horas) fueron, 65.5 (55.5), 69.6 (56.3), 71.3 (59.1), 66.1 (56.7), 66.7 (56.7), 85.2 

(79.3) % con sorbitol, manitol, fructosa, glucosa, inositol y xilosa, respectivamente. Se 

concluyó que la adición de xilosa a la solución de vitrificación mejora la supervivencia 

de embriones bovinos vitrificados producidos in vitro. 
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2.2 BASES TEÓRICAS 

2.2.1 Historia de la alpaca 

Los camélidos están actualmente representados en Asia y África, así como en 

Sudamérica (Nowack, 1991). Cuatro especies de camélidos habitan hoy en Sudamérica, 

dos de ellas silvestres: el guanaco (Lama guanicoe; Müller, 1776) y la vicuña (Vicugna 

vicugna; Molina, 1782), mientras que las formas domésticas corresponden a la llama 

(Lama glama) y la alpaca (Vicugna pacos) (Marín et al., 2007). 

La alpaca ha sido descrita como descendiente de la vicuña y la llama del guanaco, según 

las evidencias basadas en la morfología dentaria (Wheeler, 1984). Los análisis 

genéticos, como el ADN mitocondrial, confirmaron la similitud genética entre la llama 

y el guanaco y entre la vicuña y la alpaca, revelando hibridación bidireccional. Por 

análisis de microsatélite ADN se sugiere que la alpaca desciende de la vicuña y que 

debiera ser reclasificada como Vicugna pacos (Kadwell et al., 2001). 

Taxonomía de la alpaca  

Según Wheeler et al. (2006) la taxonomía de la alpaca es la siguiente: reino: Animalia; 

filo: Chordata; clase: Mammalia; orden: Artiodactyla; familia: Camelidae; género: 

Vicugna; especie: Vicugna pacos. 
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Variedades  

Según Renieri  et al., (2009), existen dos variedades de alpacas, Huacaya y Suri. La 

variedad Huacaya es más abundante y rústica que la Suri y tiene mayor resistencia al 

medio, están bien adaptadas al clima frío. Las crías son robustas y nacen con abundante 

fibra. El vellón es de apariencia esponjosa y las fibras se alzan casi perpendicularmente 

al cuerpo. Las alpacas Suri se encuentran casi exclusivamente en Perú, en general la 

mortalidad es más elevada que en las Huacaya. Según Barreda (1991), la alpaca 

Huacaya tiene un promedio de vida de 11 años, aunque no es poco frecuente ver 

animales de 16-18 años en plena producción y fecundidad. La fibra constituye la 

principal fuente de ingresos provenientes de la crianza de alpacas (De Carolis, 1987)  

De los cuatro camélidos sudamericanos domésticos, la alpaca es la que destaca en 

términos económicos por el importante valor comercial que representa su fibra, carne y 

piel. En Perú, la población total de alpacas Huacaya representa el 85% (blanco 95% y 

color 5%), y la Suri sólo un 15% (Brenes et al., 2001). Por otro lado, la carne de alpaca 

tiene demanda local (Pumayalla y Leyva, 1988), aunque la fibra es el producto más 

importante.  

2.2.2 Importancia de los camélidos sudamericanos 

La población de alpacas en el Perú en el año 2005 fue de 3 156 101, distribuidos en las 

diferentes regiones del Perú, que comparado a la población del 2012,   3 685 516 (INEI, 

2012), claramente se puede notar que existe un incremento.  

El Perú es el principal productor de fibra de alpaca, seguido a gran distancia por 

Bolivia. La producción de Australia, Estados Unidos y otros países del mundo, 
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producen cantidades menores. El Perú cuenta con alpacas, llamas, vicuñas y guanacos 

cuyas poblaciones están distribuidas por la región alto andina en altitudes superiores a 

los 4 000 m (Sumar, 2007). La alpaca hembra produce un máximo de 4-5 crías a lo 

largo de toda su vida reproductiva (Novoa et al., 1999). Es por esta razón que las  

biotecnologías reproductivas están comenzando a aplicarse en las diferentes especies de 

camélidos.  

2.2.3 Fisiología reproductiva en el macho 

a) Anatomía del aparato reproductor del macho 

Desde el exterior hacia el interior del macho, encontramos las siguientes estructuras: 

Testículos: la alpaca macho tiene dos testículos que están localizados en la región 

perineal por debajo del ano y a nivel del arco isquiático. Tienen de 5-7 cm de longitud, 

2.5-3.5 cm de ancho y 3-4 cm de profundidad. El peso del testículo es de 

aproximadamente 18 g en la alpaca y la orientación del eje mayor es dorso caudal a 

antero ventral (similar al cerdo). La estructura histológica no presenta gran diferencia 

con otras especies (Aller, 1998). 

Pene: es el órgano copulador del macho. Tiene en su punta una estructura cartilaginosa 

y está dirigida hacia atrás (Aller, 1998). 

Epidídimo: está dividido en tres zonas: cabeza, relativamente voluminosa, se inserta en 

parte posterior del testículo; cuerpo, porción intermedia delgado y aplanado; cola, 

porción final, que conecta con el conducto deferente (Casas, 1962; Mayta et al., 2016). 
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Glándulas sexuales accesorias: la próstata, que tiene forma de “h” ubicada dorsal y 

lateralmente sobre cuello de la vejiga formado por un cuerpo y dos lóbulos unidos entre 

si y situados en el primer segmento de la uretra, tiene 4 cm de diámetro y 1 cm de 

grosor (Aller, 1998). Glándulas bulbouretrales, cubiertas por una cápsula muscular, 

ubicadas lateralmente a la uretra en la salida pélvica (Mendoza et al., 2012). 

b) Pubertad de la alpaca macho 

Se define pubertad como la edad en la cual el macho es capaz de liberar gametos y 

mostrar un comportamiento sexual (Hafez, 2002). La edad de la pubertad es variable y 

es influenciado por factores genéticos, nutrición, cambios climáticos y la estación 

reproductiva. Las llamas y alpacas machos pueden mostrar comportamiento sexual a 

una edad temprana (< 1 año), no obstante una completa erección y penetración solo son 

posibles cuando el pene está completamente liberado de sus adherencias prepuciales 

(Escobar, 1984; Sumar, 1985; Fowler et al., 1998). Al momento del nacimiento la 

alpaca posee un pene completamente adherido al prepucio por un tejido embrionario; al 

año de edad solo un 8–10% de alpacas se ha liberado de la adherencia pene-prepucial, 

mientras que a los 2 años el 70% ya está libre de adherencias pene prepuciales y a los 3 

años, entre el 95–100% de machos tienen un pene totalmente libre del prepucio (Losno 

y Coyutupa, 1981; Novoa et al., 1999; Chuna et al., 1999; Bustinza, 2001). El proceso 

del desprendimiento del prepucio normalmente empieza a los 12 o 13 meses de edad y 

coincide con el aumento de la concentración de testosterona plasmática (Bravo y 

Jonhson, 1994). Cuando los machos llegan a la madurez sexual, los testículos crecen y 

los niveles de testosterona se incrementan más de 1000 pg/ml a una edad aproximada de 

20 meses en la mayoría de alpacas (Bravo et al., 1995; Bravo, 2002). El peso promedio 
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de una alpaca macho al momento de la liberación pene-prepucial es de 70.1 kg y a una 

edad de 21.5 meses de edad (Sumar, 1988).  

2.2.4 Fisiología reproductiva en la hembra 

a) Anatomía del aparato reproductor de la hembra 

El tamaño y la forma de los ovarios varían con la edad y con su contenido en folículos y 

cuerpos lúteos. Así, su longitud oscila entre los 5 y 12 mm y su peso entre los 1.9 y     

2.4 g (Sumar, 1985; Sato y Montoya, 1990). En las hembras multíparas los ovarios son 

ovalados o circulares y aplanados lateralmente, y presentan una superficie irregular 

debida a la presencia de numerosos folículos cuyo diámetro está comprendido entre los 

3 y 5 mm (Elwishy, 1992). La presencia de folículos maduros y, sobre todo, de cuerpos 

lúteos le confiere al ovario un aspecto lobulado. Cada ovario está rodeado 

completamente por un largo pliegue del mesosalpinx con forma cónica denominado 

bursaovarii, cuya porción apical forma un amplio orificio circular que comunica con la 

fimbria del oviducto (Bravo et al., 2000). Los oviductos son dos conductos delgados y 

tortuosos, de 15 a 20 cm de longitud, que comunican la superficie del ovario con el 

útero. Cada oviducto se une a un cuerno uterino a través de un estrecho orificio que 

forma una papila protuberante. Esta estructura, denominada istmo, actúa como un 

esfínter para evitar movimientos retrógrados de los fluidos contenidos en el útero 

(Sumar, 1985). El útero de la alpaca es bicorne, con forma de Y, presentando dos 

cuernos uterinos con una longitud media de 7.5 cm y un cuerpo muy corto, en las 

hembras no gestantes el órgano se localiza en el interior de la pelvis (Sato et al., 1990). 

El aparato genital está suspendido de las paredes abdominales y pélvicas por amplios 

ligamentos (Fowler, 1989). El cuerno uterino izquierdo es más grande que el derecho 
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desde la etapa fetal y prepuberal (Tibary et al., 1997) y esta diferencia se acentúa en las 

hembras multíparas como consecuencia de que el 98% de las gestaciones tienen lugar 

en el cuerno izquierdo (Fernández et al., 1973). La mucosa uterina está formada por un 

epitelio cilíndrico y la submucosa por un tejido fibroso denso que contiene pequeñas 

glándulas uterinas (Fowler, 1989). El tono y el edema del útero se incrementan durante 

la fase folicular, manteniéndose relajado y homogéneo durante la fase luteínica (Tibary, 

2001). El cérvix es similar al de la vaca, contiene 2 o 3 pliegues anulares (Sato et al., 

1990; Smith et al., 1994) y su longitud oscila entre los 2 y 5 cm. El grado de apertura o 

cierre está sometido a regulación endocrina, de manera que su luz se dilata durante el 

celo para facilitar la cópula, mientras que se estrecha durante la gestación para evitar la 

contaminación del útero mientras se completa el desarrollo embrionario o fetal (Sato et 

al., 1990). La longitud de la vagina varía entre 13 y 15 cm y su diámetro está 

comprendido entre 3.5 y 5 cm y se caracteriza por tener una mucosa que forma 

numerosos pliegues (Sumar, 1985; Fowler, 1989). Es una estructura extensible, por lo 

que a medida que avanza la gestación, el peso del útero ocasiona la desaparición de los 

mencionados pliegues. El himen, o sus restos, marcan la separación entre la vagina y la 

vulva. La longitud de la vulva es de unos 3 cm y el clítoris es muy pequeño (Bravo et 

al., 2000). 

b) Pubertad de la alpaca hembra 

La mayor parte de alpacas hembras muestran receptividad sexual entre los 12 y 14 

meses, a pesar de haberse comprobado que la actividad ovárica (presencia de folículos 

con un diámetro superior a los 5 mm) se inicia a edades más tempranas (Novoa et al., 

1972; Sumar, 1985). Así, la pubertad se produce cuando el animal alcanza el 60% del 
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peso corporal de un adulto, lo que supone unos 33-36 kg (Sumar, 1985; Smith, 1985). 

Es muy habitual que no se inicie la primera gestación hasta los 2 años de edad, lo que 

determina que tenga su primera cría a los 3 años (Fernández et al., 1974). Sin embargo, 

cuando las condiciones nutricionales son adecuadas es posible lograr que las hembras 

inicien su primera gestación a los 12 meses de edad, obteniéndose una buena fertilidad 

(Fernández et al., 1972; Novoa et al., 1972).  

c) Dinámica folicular en las alpacas  

Las alpacas hembras no expuestas al macho, desarrollan ondas foliculares sucesivas en 

tres fases de desarrollo, para lo cual un grupo de folículos son reclutados, de ellos es 

seleccionado uno e inicia su crecimiento, diferenciándose y alcanzando el tamaño 

ovulatorio  (≥ a 7 mm de diámetro); mientras que los demás regresionan (Bravo et al., 

1990; Fernández-Baca, 1993; Brown, 2000). 

Las tres fases o estadíos descritos son: crecimiento, maduración y regresión (Bravo et 

al., 1990; Novoa, 1991). En el estadio de maduración el folículo dominante inhibe el 

desarrollo de los folículos más pequeños (Bravo et al., 1990); reportándose una relación 

inversa entre el diámetro del folículo dominante y el número de folículos pequeños 

(Adams et al., 1990).  

Con respecto a la duración de la onda folicular, determinaron, Bravo et al. (1990) un 

promedio de 13.8 días, siendo el estadío de crecimiento 4.8 ± 1.5 días;  maduración  5 ± 

1.6 días y regresión  4.0 ± 1.1 días; Adams et al. (1990), 20 a 25 días; Aba et al. (2000), 

22.6 ± 2.5 días; siendo la fase de crecimiento 9.2 ± 2.8 días; maduración 5.2 ± 1.4 días y 

regresión 8.2 ± 2.2 días; las diferencias encontradas se deberían al estado lactacional de 

los animales empleados (Adams, 2001). 
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El intervalo entre ondas foliculares, es decir el período entre la emergencia de folículos 

dominantes sucesivos, que varía muy probablemente según el diámetro del folículo 

dominante, se calcula en alpacas 15.8 ± 0.6 días (Vaughan et al., 2004) y en llamas de 

18 ± 2.6 días (Chávez et al., 2002).  

d) Superestimulación ovárica 

La superestimulación ovárica consiste en inducir el crecimiento, maduración y 

ovulación de un gran número de folículos de manera simultánea. Sin embargo, los 

camélidos presentan algunas diferencias fisiológicas respecto a otras especies 

domésticas que se ha de tener en cuenta al aplicar estos tratamientos: 1) estas especies 

no presentan fases luteales espontáneas; 2) el folículo dominante permanece activo 

durante períodos prolongados en las hembras no gestantes; 3) la estimulación hormonal 

del ovario incrementa el número de folículos reclutados al comienzo de cada oleada de 

crecimiento folicular. Sin embargo, cuando los folículos son reclutados mediante este 

procedimiento su velocidad de crecimiento es mayor y la maduración de los ovocitos 

liberados muestra diversos grados de inmadurez nuclear o citoplasmática que puede 

repercutir negativamente en la fecundación y en el desarrollo embrionario (Sirard et al., 

1992). 

2.2.5 Hormona gonadotropina coriónica equina (eCG) 

Esta hormona es una glucoproteína presente en grandes cantidades en el suero de la 

yegua entre los días 46 y 130 de gestación y presenta en una misma molécula 

actividades biológicas propias de la FSH y de la LH (Papkoff, 1978; González et al., 

1978). Los preparados comerciales se obtienen a partir de la purificación del suero 

recogido a yeguas gestantes y su posterior liofilización. Su potencia se expresa en 
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unidades internacionales, siendo la actividad gonadotrófica específica de 1 UI igual a 

0.25 mg de una preparación estándar mantenida por la Organización Mundial de la 

Salud. La molécula está compuesta por dos subunidades una α y otra β. La primera es la 

responsable de las actividades FSH y LH, mientras que la subunidad β determina la 

amplitud de su actividad. El alto contenido en ácido siálico de la molécula de eCG le 

confiere una larga vida media, que supera ampliamente a las de la FSH y LH. Su vida 

media se cifra en torno a las 40 horas, aunque puede llegar a persistir hasta 10 días 

(Schams et al., 1978). Esto permite inducir la respuesta superovulatoria con una única 

administración, habiéndose demostrado que las administraciones múltiples no mejoran 

la tasa de ovulación (Hafez et al., 2002).  

Las principales ventajas de la utilización de eCG en los tratamientos superovulatorios 

son su bajo costo y que una única administración permite obtener buena respuesta 

ovárica. No obstante, esta prolongada vida media provoca también algunos 

inconvenientes ya que continúa estimulando el crecimiento folicular después de 

producirse la ovulación lo que provoca la existencia de elevadas concentraciones de 

estradiol durante la fase luteal, alterando la migración y el desarrollo embrionario y 

modificando el ambiente uterino (Roche et al., 1984). Por el contrario, cuando se aplica 

FSH los folículos presentes en el ovario después de la ovulación son muy escasos 

(Lauria et al., 1982). Existen diversos estudios en los que se ha comparado el efecto de 

ambas gonadotropinas en la estimulación ovárica de los camélidos domésticos, 

obteniéndose resultados variables. Correa et al. (1997), indican en llamas que no existen 

diferencias en la tasa de respuesta ovárica a ambas sustancias 17.9 ± 2.2 folículos tras el 

tratamiento con FSH y 17.7 ± 2.2 folículos en las tratadas con eCG (Ratto et al., 2005).  
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Cuerpo lúteo 

Después de la ovulación comienza la hipertrofia y luteinización de las células de la 

granulosa. Posteriormente el tejido de este cuerpo lúteo (CL) se agranda principalmente 

por hipertrofia de las células luteínicas (Hafez, 1996). El CL es claramente detectado 

alrededor del día 3-4 después de la monta en alpacas, y a los 4-5 días post – monta en 

llamas, utilizando ultrasonografía (Fernández-Baca et al., 1970; Adams et al., 1991). El 

CL alcanza un diámetro máximo (12 – 14 mm) al día 8-9 post monta en animales no 

preñados, pero de aquí en adelante ocurre un declive marcado en el tamaño de éste 

(Adams et al., 1991). Probablemente exista una relación positiva entre el peso y 

diámetro del CL  y las concentraciones sistémicas de progesterona (Bravo et al., 1997). 

Los niveles de prostaglandina F2α (PGF2 α) empieza a elevarse (Sumar et al., 1988), 

principalmente entre los días 9 y 12 (805 ± 131 pmol / L) (Aba et al., 1995). Esta 

hormona tiene efecto luteolítico (Leyva y García, 1999b).  

2.2.6 Comportamiento sexual 

Los camélidos domésticos, alpacas y llamas, al ser especies de ovulación inducida no 

presentan ciclos estrales definidos, no obstante, existen periodos de receptividad sexual. 

Estos periodos son bastante prolongados durante la época de apareamiento y en 

ausencia de machos pueden durar hasta los 36 días presentando breves interrupciones 

que no sobrepasan las 48 horas (San Martín et al., 1968). 

El comportamiento observado durante la etapa de receptividad sexual puede dividirse en 

cortejo y monta. La fase de cortejo se inicia cuando un macho sexualmente activo entra 

en contacto con una hembra, tiene una duración variable dependiendo del libido y 

fortaleza del macho, oscilando entre unos segundos hasta los 10 minutos y cesa cuando 
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se produce la monta o el macho comprueba que es rechazado (England et al., 1971). 

Cuando la hembra está receptiva adopta una posición de decúbito esternal en presencia 

del macho o en las proximidades de una pareja que está copulando, formándose en 

ocasiones grupos de hembras en posición decúbito esternal (Fernández-Baca et al., 

1970; Novoa, 1970). 

Los camélidos son los únicos ungulados que se aparean en decúbito esternal. La hembra 

adopta durante la cópula una actitud pasiva y en ocasiones se dispone en decúbito lateral 

(Sumar y Adams, 1997). El macho se coloca sobre la hembra y sitúa sus metatarsos 

lateralmente a los de la hembra (Novoa, 1970). Los machos muestran su excitación con 

temblores de las orejas, movimientos de la cola, dilatación de los orificios nasales y la 

emisión de sonidos guturales denominados “orgling” (Novoa, 1970). Algunos autores 

consideran que estos sonidos intervienen en la descarga preovulatoria de LH (Guilbride 

y Moro, 1965; Bravo et al., 1994). 

Durante la cópula el macho maniobra su pene alrededor de la vulva hasta ubicar la 

vagina, atraviesa el cérvix, con movimientos suaves hasta llegar a uno de los cuernos 

uterinos, para ir posteriormente cambiando sucesivamente de un cuerno a otro a lo largo 

de la eyaculación (Franco et al., 1981). El movimiento del pene en el interior del útero 

provoca en el endometrio inflamación, edema e hiperemia (Bravo et al., 1996; 

Velásquez et al., 1999). La duración media de la cópula suele ser de 20 a 30 minutos, 

aunque el rango es muy amplio variando entre 5 y 65 minutos (England et al., 1971; 

Sumar, 1985; Fernández-Baca, 1993). La duración de la cópula está influida por 

diversos factores: número de machos presentes de manera simultánea, edad de las 
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hembras, jerarquía dentro del rebaño, hora del día, estación del año, etc. (Escobar, 1984; 

Knight et al., 1992; Pollard et al., 1999). 

En alpacas, cinco días post ovulación desaparece la conducta de receptividad del macho, 

continuando así hasta que el CL regresione en caso de monta infértil (Fernández-Baca, 

1971). Pero en los primeros días posteriores a la ovulación en los cuales aún hay 

presencia de receptividad sexual, se sugiere sean debidos a que los niveles de 

progesterona secretados por el CL son todavía insuficientes para ejercer el efecto 

inhibitorio sobre el eje hipotalámico hipofisario (Leyva y García, 1999a). Si no se 

produce la fertilización, el CL involuciona a partir del día 13 post ovulación, retornando 

la receptividad al macho (Fernández-Baca, 1971). 

2.2.7 Estacionalidad reproductiva 

La estación del año tiene muy poca influencia en la ovulación, fertilidad y supervivencia 

embrionaria (Fernández-Baca et al., 1972), aunque en Nueva Zelanda las alpacas 

demostraron menor receptividad sexual durante la primavera (Pollard et al., 1995) y en 

Norteamérica las llamas presentan menor fertilidad durante el verano (Johnston, 1988). 

Existen opiniones contradictorias en relación a la existencia o no de estacionalidad 

reproductiva en los camélidos sudamericanos, lo que podría indicar que su patrón 

reproductivo está influido tanto por las condiciones ambientales, como por las de 

manejo a que son sometidos. Esta época del año coincide con las condiciones 

ambientales, que son más favorables, al ser los meses más templados y lluviosos y 

durante los cuales existe una mayor disponibilidad de pastos (Koford, 1957; San Martín 

et al., 1968; Sumar, 1985; Franklin, 1993).  
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La agrupación de machos y hembras ejerce un efecto inhibitorio sobre la actividad 

sexual de los primeros, pudiendo ocasionar, incluso, la completa desaparición de la 

libido (Sumar, 1985; 1996). Sin embargo, estos recuperan su actividad sexual de manera 

inmediata cuando son introducidos a un nuevo rebaño de hembras (Fernández-Baca et 

al., 1972). No se conocen los mecanismos que regulan la estacionalidad sexual de las 

hembras o la inhibición del libido del macho como consecuencia del contacto continuo 

con hembras. Sin embargo, se considera que podrían intervenir algunos factores como la 

nutrición, la temperatura, la humedad y las horas de luz, así como estímulos visuales u 

olfativos, por su capacidad para influir en los centros nerviosos que controlan el 

comportamiento reproductivo (Brown, 2000). 

2.2.8 Influencia de la alimentación en la reproducción 

Como se refirió previamente, la edad al primer servicio está condicionada por la 

pubertad y el desarrollo corporal, que depende a su vez de la disponibilidad de recursos 

forrajeros. En régimen extensivo, las hembras reciben generalmente su primer servicio a 

los 2 años de edad, y en caso de que el desarrollo corporal sea deficiente, se retrasa 

hasta los tres años. Sin embargo, cuando los animales se alimentan en praderas 

cultivadas se acelera la velocidad de crecimiento, es posible realizar el primer servicio a 

los 12 meses de edad (Larico, 1987). 

2.2.9 Tópicos para la vitrificación y transferencia de embriones  

Características de embriones recuperados 

La recuperación de los embriones puede ser realizada por métodos quirúrgicos o no 

quirúrgicos. El primer trabajo en el que se describe la recolección de embriones de 
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alpaca se efectuó a través de una laparotomía y el abordaje quirúrgico del oviducto 

(Novoa y Sumar, 1968). Posteriormente se comienza a utilizar una técnica no quirúrgica 

para la recogida de embriones, realizando el lavado del útero a los 7 días de la monta 

(Wilson et al., 1985). 

Los embriones se recuperan y son evaluados normalmente mediante el manual de la 

Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (Stringfellow y Sidel, 2000), que 

clasifica según su calidad a los embriones en excelentes y buenos, regulares, malos, 

muertos o degenerados.  

Técnicas de criopreservación 

El desarrollo de técnicas de criopreservación para la conservación de embriones durante 

largos periodos de tiempo sin pérdida de su viabilidad, ha permitido la comercialización 

de embriones a gran escala y ha supuesto una importante reducción de los costos de 

aplicación de estas tecnologías (Morató et al., 2012). 

La crioconservación y almacenamiento de embriones a muy bajas temperaturas             

(-196 ºC) por un largo tiempo, es deseable tanto por razones biológicas como por 

razones comerciales. Cuando se expone a los embriones a temperaturas extremadamente 

bajas es posible detener por completo la actividad enzimática, la respiración celular, el 

metabolismo, el crecimiento, la multiplicación, etc., es decir, no se afecta su viabilidad 

y genética (Schneider y Mazur, 1984). No obstante, es necesario previamente preparar 

al embrión con crioprotectores para el descenso y ascenso de la temperatura, ya que en 

forma contraria moriría (Shaw et al., 2000).  

Los protocolos de crioconservación han sido clasificados como lentos o rápidos de 

acuerdo con la velocidad de enfriamiento y el tipo y concentración de los 
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crioprotectores usados. Sin embargo, los principios y objetivos de la crioconservación 

son aplicables a ambos: (1) proteger de los efectos del enfriamiento y congelación, (2) 

evitar la formación de hielo intracelular y (3) proteger de los efectos tóxicos de los 

crioprotectores tanto a temperaturas bajas como altas (Critser et al., 1997; Paynter et al., 

1999). 

La congelación lenta 

Es una técnica de crioconservación en la que existe un equilibrio entre la velocidad de 

enfriamiento, la velocidad de deshidratación y la velocidad de formación de núcleos de 

hielo. Este tipo de crioconservación se usa para controlar la velocidad de enfriamiento 

de tal forma que a medida que descienda la temperatura se produzca la penetración del 

crioprotector al interior de la célula produciéndose un equilibrio osmótico y 

disminuyendo la probabilidad de formación de cristales de hielo intracelulares. “Para 

prevenir la formación de hielo intracelular o minimizar el daño que éste pueda causar, 

todos los protocolos de congelación están destinados a deshidratar las células. En el 

caso de los protocolos de congelación lenta, este proceso se consigue colocando a las 

células en una solución que contiene entre un 10 y un 11% (v/v) de crioprotector 

(aproximadamente 1.5 M). A continuación, la temperatura disminuye y se provoca la 

formación de hielo (ice seeding) dentro de esta solución. A medida que los cristales de 

hielo crecen, el agua de la solución pasa de líquido a sólido y la concentración 

extracelular de solutos incrementa provocando la salida de agua de la célula. Cuanto 

más baja es la temperatura, más cantidad de agua puede convertirse en hielo, pero la 

capacidad de la célula para eliminar el agua intracelular también disminuye a medida 

que la temperatura disminuye. Por lo tanto, el éxito de un protocolo de congelación 
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lenta se basa en alcanzar el equilibrio entre la velocidad a la que el agua abandona la 

célula y la velocidad con que este agua se convierte en hielo” (Albarracín, 2005). 

La congelación lenta tiene la ventaja de usar concentraciones bajas de crioprotectores, 

disminuyendo la probabilidad que se produzca toxicidad química y shock osmótico, 

pero su habilidad para prevenir la formación de cristales de hielo es limitada debido a 

las bajas concentraciones de crioprotectores que son utilizadas (Arav et al., 2002). 

Congelación rápida y ultrarrápida 

La técnica de congelación rápida y ultrarrápida previene la formación de hielo 

intracelular mediante la deshidratación de la célula. De lo que se trata es exponer al 

embrión a altas concentraciones de solutos permeables (crioprotectores y azúcares) y, 

posteriormente, a un enfriamiento rápido o ultrarrápido. Los solutos eliminan 

rápidamente el agua de las células lo que permite sumergirlas directamente en nitrógeno 

líquido (congelación ultrarrápida) o vapores de nitrógeno (congelación rápida) 

(Albarracín, 2005). Las tasas de congelación conseguidas con las técnicas de 

congelación ultrarrápidas (11 000 a 14 000 ºC/minuto) disminuyen drásticamente el 

daño por enfriamiento, permitiendo usar soluciones crioprotectoras menos concentradas 

(menos tóxicas) y acortar el tiempo de exposición del ovocito al crioprotector (Martino 

et al., 1996). Los protocolos de congelación rápida se dividen en dos subcategorías 

(congelación rápida o ultrarrápida y vitrificación) dependiendo de si existe o no 

formación de hielo en la solución durante la congelación. Sólo en el caso de la 

vitrificación no se forman cristales de hielo durante la congelación y descongelación, ni 

intracelular ni extracelular. Por el contrario, si se forman aunque sólo sean trazas de 
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hielo durante estos procesos, el término correcto debería ser congelación ultrarrápida 

(Shaw et al., 2000). 

Vitrificación 

Es una transición de un estado líquido a un estado vítreo sólido sin la formación de 

cristales, esto 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 

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

extremadamente viscoso (estado vítreo) (Critser et al., 1997). Este aumento extremo de 

la viscosidad requiere velocidades de enfriamiento muy rápidas (superiores a 2500 

ºC/min) o elevadas concentraciones de crioprotectores (de 5 a 7 M) (Shaw et al., 2000; 

Vajta, 2000). La vitrificación presenta numerosas ventajas como la total eliminación de 

la formación de hielo o la disminución del daño causado por el enfriamiento, puesto que 

atraviesa el rango de temperatura de +15 a 5 ºC a velocidades de enfriamiento muy 

rápidas (Dobrinsky, 1996; Martino et al., 1996; Isachenko et al., 1998; Zeron et al., 

1999). Otra gran ventaja de esta técnica es que no requiere de equipos de congelación 

caros o sofisticados y puede ser realizada de manera muy sencilla. La consecuencia 

negativa de esta estrategia radica en el incremento de las probabilidades de lesionar las 

células debido al choque osmótico y a la toxicidad de los crioprotectores. Sin embargo, 

se han aplicado diferentes protocolos para intentar disminuir estos efectos negativos, 

como el uso de crioprotectores menos tóxicos o la combinación de crioprotectores 

(disminuyendo la toxicidad individual de cada uno, pero manteniendo las propiedades 

osmóticas y crioprotectoras), la utilización de crioprotectores por etapas (stepwise) y/o 

la utilización de soluciones concentradas preenfriadas (Vajta, 2000). 
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Factores a tener en cuentas para reducir daños  durante la vitrificación  

Para obtener buenos resultados al utilizar el método de vitrificación se debe tener en 

cuenta los siguientes factores: volumen de la muestra, concentración de crioprotector, 

método de adición del crioprotector, temperatura y tiempo de equilibrio, tasa de 

enfriamiento. Todos estos factores están estrechamente relacionados con la 

permeabilidad y la toxicidad del crioprotector (Celestinos y Gatica, 2002). 

En el caso de las altas concentraciones de crioprotectores, se ha comprobado que la 

exposición de los embriones a los crioprotectores en dos pasos (Kasai, 1996) o a bajas 

temperaturas (Rall y Fahy, 1985) puede minimizar los efectos tóxicos. También es 

importante disminuir los tiempos de exposición a los crioprotectores y la adición de 

sustancias como la sacarosa, trealosa, sucrosa, crioprotectores no permeables que 

pueden disminuir la toxicidad del medio de vitrificación (Boutron y Peyridieu, 1994). 

Crioprotectores y otras sustancias químicas comúnmente utilizadas antes, durante 

y después de la vitrificación 

 Suero albumina bovina (BSA)  

El BSA es utilizado a menudo como un estándar de concentración de proteínas. El BSA 

afecta al pH del medio y actúan como quelantes de iones metálicos, contienen factores 

de crecimiento y ciertas cantidades variables de hormonas que inciden en la 

diferenciación y proliferación celular (Ball et al., 1985). 
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 Fosfato buffer salina (PBS) 

Es una solución tampón que contiene principalmente cloruro y fosfato de sodio, a veces 

también cloruro y fosfato de potasio. Ayudan a mantener un pH constante. Las 

concentraciones de iones y osmolaridad de la solución generalmente coinciden con los 

del cuerpo humano (Heath, 1990). 

 Etilenglicol 

Es un compuesto químico que pertenece al grupo de los dioles. El etilenglicol es un 

líquido transparente, incoloro, ligeramente espeso como el almíbar y leve sabor dulce. 

Por estas características organolépticas se suele utilizar distintos colorantes para 

reconocerlo y así disminuir las intoxicaciones por accidente. A temperatura ambiente es 

poco volátil, pero puede existir en el aire en forma de vapor. Se fabrica a partir de la 

hidratación del óxido de etileno (epóxido cancerígeno) (Shaw et al., 1995). 

 Glicerina 

El propanotriol, glicerol o glicerina (C3H8O3), es un alcohol con tres grupos hidroxilos 

(–OH). Se trata de uno de los principales productos de la degradación digestiva de los 

lípidos, paso previo para el ciclo de Krebs y también aparece como un producto 

intermedio de la fermentación alcohólica. Además junto con los ácidos grasos, es uno 

de los componentes de lípidos como los triglicéridos y los fosfolípidos. Se presenta en 

forma de líquido a una temperatura ambiental de 25 °C y es higroscópico e inodoro. 

Posee un coeficiente de viscosidad alto y tiene un sabor dulce como otros polialcoholes 

(Shaw et al., 2000). 
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 Sacarosa (sucrosa) 

La sacarosa, azúcar común o azúcar de mesa es un disacárido formado por alfa-

glucopiranosa y beta-fructofuranosa. Su nombre químico es alfa-D-Glucopiranosil -

beta-D-Fructofuranósido, es un disacárido formado por alfa-glucopiranosa y beta-

fructofuranosa. El cristal de sacarosa es transparente, el color blanco, es causado por la 

múltiple difracción de la luz en un grupo de cristales (Shaw et al., 1997). 

 Glucosa 

Es un monosacárido con fórmula molecular C6H12O6. Es una hexosa, es decir, contiene 

6 átomos de carbono, y es una aldosa, esto es, el grupo carbonilo está en el extremo de 

la molécula. Es una forma de azúcar que se encuentra libre en las frutas y en la miel. Su 

rendimiento energético es de 3.75 kilocalorías por cada gramo en condiciones estándar. 

Es un isómero de la fructosa, con diferente posición relativa de los grupos -OH y =O. 

En la industria alimentaria suele denominarsele dextrosa (término procedente de 

“glucosa” dextrorrotatoria) (Kuleshova et al., 1999). 

 Xilosa 

También llamada azúcar de madera es una aldopentosa, un monosacárido que contiene 

cinco átomos de carbono y un grupo funcional aldehído. Tiene forma de pirano 

(hexágono) y se encuentra ampliamente distribuida en distintas materias vegetales: 

madera (cerezo), paja, etc. También se puede encontrar en los tejidos conectores como 

en el páncreas o el hígado. Su función es principalmente alimenticia pero también se 

utiliza para hacer pruebas de la absorción intestinal (Sommerfeld y Nieman, 1999). 
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 Polietilenglicol (PEG) 

El PEG conocido como macrogol, es un poliéter ampliamente empleado en la industria. 

Se produce por la interacción de óxido de etileno con agua, etilenglicol u olígomeros de 

etilenglicol. La reacción está catalizada por ácidos o bases. Se trata de un polímero 

soluble en agua de elevado peso molecular capaz de formar puentes de hidrógeno con 

100 moléculas de agua por cada molécula de PEG (Liebermann et al., 2002). 

 Gentamicina 

Pertenece a un grupo denominado aminuglucósidos-aminociclitoles con propiedades  

antibacterianas, particularmente aquellas producidas por bacilos gramnegativos 

aeróbicos. Sirve para tratar diversas enfermedades graves de piel, pulmón, estómago, 

vías urinarias y sangre, asi como heridas cutáneas y en el ojo. Debido a su gran 

toxicidad y a los multiples efectos secundarios, debe evitarse su uso si no es 

estrictamente necesario (Nuñez et al., 2006). 

 Acetato de buserelina  

La buserelina es un análogo de la hormona natural liberadora de gonadotropinas 

(gonadorrelina; GnRH; LHRH), con una marcada actividad biológica. El efecto 

farmacológico inicial de la buserelina es el de una hormona “releasing” sintética para 

estimular la secreción de las hormonas luteinizante (LH) y folículo estimulante (FSH). 

La FSH estimula el crecimiento y la maduración del folículo, mientras la LH es 

responsable de la ovulación y de la formación del cuerpo lúteo (Huanca, 2005). 
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 Cloprostenol sódico  

Es una protaglandina sintetica análoga estructuralmente relacionada a la prostaglandina 

F2 alafa, tiene una isomería óptica D y L, siendo la ismonería D, 3 a 4 veces más 

potente, es uno de los primeros análogos sintéticos de las prostaglandinas que se utilizo 

en terapéutica y tecnología de producción veterinaria. Su uso en ganado es para inducir 

la regresión funcional y morfológica del cuerpo luteo (luteolisis) (Maqueda, 2000).  

 Acepromacina maleato  

Acepromazina o acetilpromazina es un fármaco derivado de los antipsicóticos 

actualmente se usa casi exclusivamente en la medicina veterinaria para animales como 

sedante y antiemético. Sin embargo, no alivia la ansiedad y debe administrarse con 

cuidado en equinos, ya que hay un riesgo alto de parafimosis y priapismo persistente, 

asimismo, su administración en animales ancianos o debilitados debe ser monitoreada. 

Aumenta los efectos de los opiáceos, previniendo las arritmias y vómitos (Tobias, 

2006). 

 Clorhidrato de lidocaína al 2% 

La lidocaína es un fármaco perteneciente a la familia de los antirritmicos, 

concretamente del tipo amino amidas. Es muy utilizada por los odontólogos. También 

tiene efecto antiarritmico, y está indicada por vía intravenosa, la lidocaína se metaboliza 

en el hígado, a través de hidroxilacion del nucleo aromático, y hay otras vías 

metabólicas aún no identificadas. Se excreta por los riñones. Es un fármaco de elección 

para anestesia epidural en medicina veterinaria y humana (raquídea) (Drasner, 1997). 
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 Penicilina 

Las penicilinas son antibióticos del grupo de los betalactámicos empleados 

profusamente en el tratamiento de infecciones provocadas por bacterias sensibles. La 

mayoría de las penicilinas son derivados del ácido 6-aminopenicilánico, difiriendo entre 

sí según la sustitución en la cadena lateral de su grupo amino (Bud, 2007). 

 Estreptomicina  

La estreptomicina fue el primer antibiótico descubierto del grupo de los 

aminoglucósidos; también fue el primer fármaco de la era de la quimioterapia usado en 

el tratamiento de la tuberculosis. Es un antibiótico bactericida de espectro pequeño, 

derivado de la actinobacteria Streptomyces griseus. La estreptomicina no penetra bien al 

interior de las células, por lo que es un agente con efecto en contra de los bacilos 

exclusivamente extracelulares (Wainwright, 1991). 

 Prostaglandina F2α 

Es una hormona luteolítica que se secreta en respuesta a los pulsos crecientes de 

estrógenos provenientes del ovario. El mecanismo exacto de la luteolisis no está 

completamente dilucidado (Weems et al., 2006). 

Transferencia de embriones en camélidos 

Adams y Ratto (2001), mencionan resultados de estudios en súper estimulación en 

ovarios y producción de embriones en llamas y alpacas (Tabla 1). Asimismo, presenta 

resultados de la técnica de transferencia de embriones durante los últimos 30 años en 

Sudamérica (Tabla 2). 
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Tabla 1. Superovulación en camélidos sudamericanos. 

Especies 
N° de 

animales 

Estado 

fisiológico 
Hormona 

Embriones 

viables por 

donadora 

Referencia 

Llama 6 Luteal (hCG) eCG 2.3 Bourke et al., 1992a 

Llama 24 Luteal (GnRh) eCG 1.4 Bourke et al., 1992ª 

Llama 5 Luteal (CIDR) eCG 2.0 Bourke et al., 1992ab 

Llama 17 Luteal (Norg.) eCG 1.3 Bourke et al., 1992ab 

Llama 4 Luteal (Norg.) FSH 0 Bourke et al., 1992ab 

Llama 4 / 4 Luteal (Prog.) eCG 0 Correa  et al., 1994 

Llama 4 / 4 Luteal (Prog.) FSH 0.5 Correa  et al., 1994 

Llama 19 Luteal (GnRH) eCG 1.6 Bourke et al., 1995ab 

Llama 17 Luteal (Norg.) eCG 1.3 Bourke et al., 1995ab 

Llama 20 Sexually 

Receptive 

FSH 1.8 Correa  et al., 1997 

Ratto    et al., 1997 

Huanca (2008). 

 

Tabla 2.  Resultados de la transferencia de embriones en camélidos sudamericanos 

durante las tres últimas décadas. 

País Año Especie 

Número de 

donadoras 

Número de 

receptoras 

Número 

de 

preñadas 

Número de 

Nacidos 

Perú 1968 Alpacas 3 3 0 0 

Perú 1974 Alpacas 15 44 4 1 

USA 1985 Llamas 2 2 1 1 

Perú 1987 Alpacas 2 3 3 2 

UK 1991 Llamas 33 11 3 2 

Chile 1994 Llama 1 2 1 1 

UK 1995 Llamas/Guanacos 12 10 5 4 

USA 2000 Llamas 47  15  

USA 2001 Alpacas/Llamas    2 

Huanca (2008). 
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2.3 Marco conceptual   

Embrión  

Es la etapa inicial del desarrollo de un ser vivo mientras se encuentra en el huevo o en el 

útero de la madre. En los organismos que se reproducen de forma sexual, la fusión del 

espermatozoide y el óvulo en el proceso denominado fecundación determina la 

formación de un cigoto, que contiene una combinación del ADN de ambos 

progenitores. Después de la fecundación, el cigoto comienza un proceso de división, 

que ocasiona un incremento del número de células, que reciben la denominación de 

blastómeros. Posteriormente se inicia un proceso de diferenciación celular que 

determinará la formación de los diferentes órganos y tejidos de acuerdo a un patrón 

establecido para dar lugar a un organismo final. Durante este proceso de diferenciación 

celular podemos diferenciar tres etapas: basculación, gastrulación y organogénesis. Al 

concluir el desarrollo embrionario, el organismo resultante recibe el nombre de feto y 

completará su desarrollo hasta el momento del parto (Andorno, 1993). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Tipo y nivel de investigación 

El tipo de investigación es experimental, prospectivo, analítico y longitudinal. El 

nivel de investigación es relacional. Los datos fueron recabados durante los meses de 

febrero hasta mayo de 2015. 

3.2 Materiales y equipos  

3.2.1 Materiales de oficina y de campo 

 Papel. 

 Bolígrafos. 

 Tablero. 

 Cuaderno de campo. 

 Plumones. 

 Sogas. 

3.2.2 Materiales de experimentación 

a) Hormonas y medios 

 Hormona gonadotropina coriónica equina (eCG) (Foligon ®). 

 Acetato de buserelina (Conceptal ®). 

 Cloprostenol sódico (Lutaprost ®). 

 Suero albúmina bovina (BSA). 

 Fosfato buffer salina (PBS). 
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b) Instrumentos para la colecta de embriones 

 Catéter Foley doble vía de 18 x 65 cm. 

 Filtros EM COM para colecta de embriones. 

 Filtros de 0.22 µm para esterilización. 

 Tubos Falcón de 5, 10, 15, 20  y 50 ml. 

 Frascos Roux de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml. 

 Probetas de 250, 500 y 1000 ml. 

 Placas petri pequeña mediana y grande. 

 Jeringas desechables de 1, 5, 10, 15 y 20 ml. 

 Pipetas estériles de 5 y 10 ml. 

 Pipetas Pasteur de vidrio. 

3.2.3 Materiales de uso farmacológico 

a) Tranquilizantes 

 Acepromacina maleato (Promazil ®). 

b) Anestesia 

 Clorhidrato de lidocaína al 2%.  

3.2.4 Equipos 

 Ecógrafo. 

 Estereoscopio. 

 Estufa para esterilización. 
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 Baño María. 

 Tanque de nitrógeno. 

3.3 Población y muestra  

3.3.1 Zona de estudio  

El trabajo se realizó en el Centro de Investigación y Producción Quimsachata de la 

Estación Experimental, ILLPA – INIA, Puno, ubicado en el distrito de Santa Lucia de la 

provincia de Lampa de la región Puno, a 15°04'00" latitud sur y 70°78'00" longitud 

oeste, a una altitud promedio de 4200 m y a 118 km de la ciudad de Puno, abarca una 

extensión territorial total de 6 281 has.  

 

Figura 1. Mapa de ubicación del anexo Quimsachata (INIA)-Puno 

 

3.3.2 Muestra 

Para la colección de embriones se seleccionó una muestra por conveniencia de 16 

alpacas hembras considerándo sus antecedentes de fertilidad (partos anteriores en otras 
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campañas), pesos promedios de 40 kg, historial reproductivo óptimo, y además se 

comprobó que el recto tuviera dimensiones que permitieran el paso de la mano con el 

objeto de manipular fácilmente el útero. Por otra parte, se seleccionó 8 reproductores 

machos adultos de 4 a 8 años de edad con buena condición corporal, presencia de dos 

testículos en la bolsa escrotal y pene sin fimosis ni parafimosis. Todos los animales 

estuvieron clínicamente sanos. 

3.4 Método y diseño de investigación 

3.4.1  Etapa pre experimental 

Los animales machos y hembras fueron alimentados ad libitum antes de la 

experimentación a base de pastos naturales de la zona, más una suplementación con 

pacas de avena y alfalfa. 

3.4.2 Inducción de la superovulación  

Se exploró los ovarios de las alpacas hembras con un ecógrafo SIUI, Modelo CTS-

385V / SSD-500, marca ALOKA, durante tres días consecutivos, buscando folículos en 

crecimiento con un diámetro superior a 7 mm en el día 0. Los animales observados 

recibieron 1 ml de acetato de buserelina (0.0042 mg) con el propósito de inducir la 

ovulación, luego de 2 días fueron explorados nuevamente para observar la ovulación del 

folículo dominante. Después se aplicó vía intramuscular profunda una dosis de 650 UI 

(3.3 ml/animal) de la hormona gonadotropina coriónica equina (eCG) para la 

superovulación. Al día 6 post aplicación, se les administró 0.075 mg/animal de 

cloprostenol sódico intramuscularmente para la destrucción de cualquier cuerpo lúteo 

presente, al día 7 se le practicó monta natural con machos, al día 13 se realizó una 
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ecografía para observar cuerpos lúteos presentes, al día 14 se realizó el lavado y 

recuperación de embriones. Todos los datos recogidos durante este proceso fueron 

anotados en una ficha individual (anexos) para cada una de las hembras donantes. 

Transferencia de embriones.  

Para la transferencia de embriones se seleccionó 19 llamas hembras receptoras 

considerándose como requisito el registro de por lo menos un parto. Estos animales 

fueron preparados de la misma forma que las alpacas. 

3.4.3 Recuperación, evaluación y clasificación de embriones  

Paso 1. Aplicación del tranquilizante y vaciado del contenido rectal 

Se utilizó 4 mg/animal de acepromacina maleato antes de su ingreso a la manga de 

manejo. Luego se procedió a vaciar el contenido rectal, precisando la posición, 

dimensiones del útero y la respuesta ovárica al tratamiento superovulatorio (número de 

cuerpos lúteos y presencia de folículos). 

Se aplicó caudalmente 40 mg de lidocaína clorhidrato al 2% (anestesia epidural) con el  

fin de contar con una buena relajación del recto y finalmente se realizó la limpieza y 

desinfección de la región perineal.  

Paso 2. Colocación del catéter y lavado del útero 

Se utilizó un mandril estéril y lubricado con BSA dentro del catéter Foley N°18 de dos 

vías que fue introducido por el vestíbulo separando los labios vaginales con la ayuda del 

mandril. Para atravesar la cérvix esta fue fijada por el recto, y luego se empujó 

suavemente el catéter en el sentido craneal hasta llegar aproximadamente a los cuernos 
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uterinos (borde del ligamento intercornual), luego se libera el catéter del mandril 

retirándolo parcialmente. Después de esta maniobra se procedió a inyectar aire al catéter 

con una jeringa de 10 ml hasta inflar el globo de autorretención.  

Paso 3. Lavado de cuernos uterinos  

El medio de lavado estuvo compuesto de PBS (10X) con 1% de BSA, penicilina y 

estreptomicina, previamente calentado a una temperatura de 37 °C, el cual fue filtrado a 

través de un filtro con un diámetro de 70 μm (EmCon, USA). 

Los dos cuernos fueron lavados mediante una jeringa de 50 ml con el objetivo de 

colectar embriones que pudieran estar suspendidos en el tracto uterino, para ser más 

eficiente se realiza un frotamiento suave del útero a través del recto. Una vez culminado 

el lavado de ambos cuernos uterinos, se procede a retirar el catéter primero aspirando el 

aire del globo de autorretención con sumo cuidado. El líquido recolectado por la sonda 

Foley debe ser filtrado. 

Pasó 4. Embriones seleccionados 

Los embriones son transportados a una placa Petri de 3 mm o una placa de cuatro 

pocillos Nunc, que contienen un medio enriquecido con suero fetal bovino. Todos los 

embriones colectados fueron evaluados y clasificados por calidades según el manual de 

la Sociedad Internacional de Trasferencia de Embriones (Stringfellow y Sidel, 2000) en 

la forma siguiente: grado 1: excelente; grado 2: buena; grado 3: regular. 

Grado 1 (embriones excelentes y buenos). Son embriones esféricos, simétricos con 

células de tamaño, color y texturas uniformes. Puede haber pequeñas imperfecciones 

como algunas blastómeras sueltas, tamaño irregular o algunas vesículas. 
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Grado 2 (embriones regulares). Tienen problemas más definidos incluyendo 

blastómeras sueltos, vesículas o células degeneradas; estos embriones pueden ser 

congelados pero se obtendrán resultados bajos.  

Grado 3 (embriones malos). Blastómeras sueltas, células degeneradas. Células de 

distinto tamaño, color y textura, formas irregulares. Numerosas vesículas.  

Grado 4 (muertos o degenerados). Son embriones cuyas blastomeras se encuentran en 

desorden y sueltas, hay muchas vesículas. Pueden tener un aspecto granular como los 

infertilizados y tener un crecimiento retardado con respecto a los otros embriones de la 

colecta. No se congelan ni se transfieren en fresco. 

Paso 5. Aplicación de prostaglandina (PF2alfa) para la luteólisis  

Culminado el lavado de ambos cuernos uterinos, las alpacas recibieron 1 ml de PF2α 

por vía i.m. para inducir la luteólisis y reiniciar una nueva onda folicular.  

3.4.4 Criopreservación de embriones 

Se utilizó 26 embriones para la vitrificación. La calidad de embriones seleccionados 

correspondió a excelente (grado I), bueno (grado II) y regular (grado III),  según la 

clasificación de la Sociedad Internacional de Trasferencia de Embriones 

(Stringfellow y Sidel, 2000). Los embriones una vez clasificados fueron vitrificados. 

3.4.5 Protocolo de vitrificación 

Se utilizó un protocolo elaborado con base a lo descrito por Saíto et al. (1994); Saíto e 

Imai (1997); Saíto (2001). El protocolo considera 3 soluciones: (1) solución de 

calibración  (5 ml glicerol + 1.71 g sucrosa + 0.75 g xilosa + 20 ml suero fetal bovino + 
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2ml gentamicina) a una temperatura de 28 °C donde se coloca el embrión por 5 min; (2) 

solución de vitrificación (5 ml glicerol + 5 ml etilenglicol + 3.42 g sucrosa + 1.50 g 

xilosa 20 ml suero fetal bovino + 2 ml de gentamicina), donde permanecen 5 min; (3) 

solución de enriquecimiento o mantenimiento (1.5 ml glicerol + 10 ml de etilenglicol + 

5.13 g de sucrosa + 2.25 g xilosa + 20 ml suero fetal bovino + 1 ml de gentamicina), 

donde permanecen por 1 minuto antes de ser colocados a las pajillas de 0.25 ml  (1 

embrión/pajilla), y ser sumergidos en nitrógeno líquido a -196°C. 

Paso 1.  Preparación  de medios 

Se pesó los crioprotectores sucrosa, xilosa, polietilenglicol; y se colocó en un matraz de 

50 ml para cada solución. 

Tabla 3. Composición de las soluciones vitrificantes  

Sucrosa Xylosa PEG GL EG D-PBS 

(1) 1.7115 g 0.7507 g 0.5 g 5 ml - up to 50 ml 

  (2)  3.4230 1.5013 1.0 5 5 ml up to 50 ml 

  (3)  5.1345 2.2520 1.5 1.5 10 up to 50 ml 

PEG= polietilenglicol; GL=glicerol; EG=etilenglicol; D-PBS=soluciones salinas 

tamponadas con sulfato de Dulbecc’o. 

Se añadió 10 ml de D-PBS en cada matraz, luego se disolvió los azucares 

completamente. Se añadió el glicerol y etilenglicol mezclándolos. Finalmente, la 

solución es ajustada a 50 ml con D-PBS. 

 

 
cc Repositorio Institucional – UNAMBA - PERÚ  



 

43 

 

 

Pasó 2. Preparación de componentes crioprotectores 

Se pesó la sucrosa y se disolvió en 20 ml de D-PBS. Después de disolver, se esterilizó 

con un microfiltro. Después de mezclar bien todos los crioprotectores, se procedió a 

esterilizar las soluciones con un microfiltro de 0.22 μm en un matraz Erlenmeyer de 50 

ml para cada solución. Luego se llevó a una refrigeradora para conservar. 

Paso 3. Vitrificación de embriones 

Estabilización  

El embrión previamente depositado en un medio de mantenimiento (suero fetal bovino) 

se transfirió a las soluciones vitrificantes, depositadas en pocillos de 35 mm. Primero, el 

embrión es transferido a la solución vitrificante 1 (VS1), luego a la 2 (VS2) y 3 (VS3), 

en esta última solución el embrión flota en la superficie y esto se aprovecha para 

absorberlo mediante una pajilla de conservación de 0.25 ml. 

Cargado de la pajilla  

Antes de la estabilización, la pajilla es puesta en una platina termorreguladora a una 

temperatura de 37 ºC, luego fue preparada con una columna de 3 mm de solución de 

sucrosa en solución de PBS separada por una pequeña burbuja de aire de otra columna 

de 5 mm de la solución VS3, separada a  su vez por otra pequeña burbuja de aire de una 

columna de 5 mm de la solución de vitrificación como se puede observar en la Figura 2. 
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Figura 2. Cargado de embrión en pajilla mediante la técnica Open Pulled Straw (OPS) 

 

Después de la estabilización del embrión, se deja 60 mm de PBS al 20 %, entre dos 

burbujas de aire, como se puede apreciar en la Figura 2. Ya cargada la pajilla se le pone 

un tapón de alcohol polivinilico o algodón en ambos lados codificándolo con un plumón 

de colores.  

Conservación de pajillas con embrión en el tanque de nitrógeno líquido (NL) 

La pajilla por el extremo del algodón es sumergido lentamente dentro del tanque de 

nitrógeno líquido hasta congelarse a -196°C. 

Paso 4. Descongelación de embriones vitrificados 

El embrión vitrificado se mantuvo en el tanque de nitrógeno durante tres meses, 

luego fue retirado para su evaluación. 

Calentamiento 

 Después que la pajilla fue retirada del nitrógeno líquido se expuso en el aire por 

cinco  segundos; luego se llevó al baño María a una temperatura de 24.1 °C. 

 Seguidamente se extrajo la pajilla del agua con suma delicadeza, cuando la 

solución de sucrosa se hubo descongelado. 
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 Luego de cortar la pajilla en ambos extremos, la parte sellada se colocó en la 

superficie del pocillo vacío para verter la solución de sucrosa conteniendo el 

embrión.  

 La búsqueda del embrión se realizó en un estereoscopio, removiendo la solución 

con sumo cuidado. Una vez encontrado el embrión este fue colocado en otra 

placa que contenía un medio de mantenimiento (holding) con el fin de realizar el 

lavado del embrión. 

 En esta parte del procedimiento, los embriones localizados en el medio de 

mantenimiento fuerón depositados en una placa pequeña conteniendo una solución 

de sucrosa 0.5 M durante cinco minutos. 

 Ya pasado los cinco minutos los embriones fuerón transferidos a otra placa con 

solución sucrosa 0.25 M + una solución de D-PBS + suero fetal bovino, en el cual 

se mantienen por otros cinco minutos, después de este tiempo los embriones fueron  

evaluados y clasificados según la Sociedad Internacional de Transferencia de 

Embriones (Stringfellow y Sidel, 2000). 

Tabla 4. Composición química de la dilución 

 

  Sol. stock D-PBS SF ml Composición 

0.5 M 

Sucrosa 
4 0 1 Sucrosa 10.697 g 

0.25 M 

Sucrosa 
2 2 1 D-PBS 50 ml 

D-PBS + 

20% CS 
0 4 1 

    

 

Solución stock para solución sucrosa al 0.5 M 
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3.5 Recolección de información  

Toda la información recogida en cada una de las etapas del trabajo experimental fue 

registrada en una ficha individual (anexos) para cada uno de los animales. Los datos 

recolectados en forma resumida fueron: estructuras presentes en el ovario a la 

exploración ecográfica, número de embriones totales recuperados, evaluados, 

clasificados, vitrificados y desvitrificados, vueltos a evaluar y clasificar. 

3.6  Procesamiento y análisis de datos 

La posible asociación entre calidad embrionaria a la vitrificación y desvitrificación, 

además de la calidad del embrión entre la condición de preñez, fue analizada mediante 

la prueba de independencia de Chi-cuadrado cuya fórmula es la siguiente (Navidi, 

2006): 

X2=∑(oi – ei)
2/ei 

Donde X2 es el estadístico Chi-cuadrado, oi es la frecuencia observada en la i-ésima fila/ 

j-ésima columna, y ei es la frecuencia esperada en la i-ésima fila/j-ésima columna.  

El tamaño de los embriones recuperados y desvitrificados se comparó dentro de sus 

diferentes calidades mediante el ANOVA de un solo factor. La notación que expresa el 

diseño empleado es: 

Xij = µ + αi + εij 

Donde Xij es la variable respuesta para la j-ésima observación en el i-ésimo tratamiento, 

μ es la media general de la población, αi es el i-ésimo efecto del tratamiento, que es la 

diferencia entre la media del i-ésimo tratamiento y la media general de la población, y εij 

es el error experimental (Navidi, 2006). 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1 Protocolo de vitrificación de embriones para alpacas 

Se aplicó un protocolo de vitrificación de embriones de bovinos, para alpacas con base a 

lo descrito por Saíto et al. (1994); Saíto e Imai (1997) y Saíto (2001), considerando tres 

soluciones vitrificantes: 

a) Solución de calibración  (5 ml glicerol + 1.71 g sucrosa + 0.75 g xilosa + 20 ml 

suero fetal bovino + 2 ml gentamicina)  a una temperatura de 28 °C dondo  se 

colocó los embriones por 5 min;  

b) Solución de vitrificación  (5 ml glicerol + 5 ml etilenglicol + 3.42 g sucrosa + 1.50 g 

xilosa + 20 ml suero fetal bovino + 2 ml de gentamicina), donde los embriones  

permanecieron 5 min;  

c) Solución de enriquecimiento o mantenimiento (1.5 ml glicerol + 10 ml etilenglicol + 

5.13 g sucrosa + 2.25 g xilosa + 20 ml suero fetal bovino + 1 ml gentamicina), 

donde los embriones permanecieron por 1 minuto antes de ser colocados a las 

pajillas de 0.25 ml  (1 embrión / pajilla), y ser sumergidos en nitrógeno líquido a      

-196°C. 

Los procedimientos realizados fueron adaptados del protocolo recomendado para 

vitrificar embriones bovinos (Saito, 2001). Los embriones tienen una elevada 

sensibilidad a la criopreservación, debido a sus características morfológicas, que los 

diferencian de otras estructuras, esta sensibilidad está influida por el grado de 

deshidratación, especie, edad, calidad y estadio del embrión (Abdalla et al., 2012; 

Morató et al., 2012). El protocolo de vitrificación de embriones para una especie en 

concreto es difícil de adaptar a otra especie debido al tamaño del ovocito, pero es 
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posible. De lo que se trata es que no se formen cristales intra y extracelularmente y esto 

se logra con la vitrificación (Martino et al., 1996; Shaw et al., 2000). Para elaborar el 

protocolo se tuvo cuidado en considerar crioprotectores que disminuyan el punto 

eutéctico de las soluciones y de esta forma lograr un embrión más deshidratado y 

sometido a un gradiente osmótico menor (Avila et al., 2006). Se incorporó soluciones 

vitrificantes recomendadas para alpacas que incluyeran etilenglicol (EG) y glicerol 

(Yang et al., 1992; Donnay et al., 1998; López-Béjar y López-Gatius, 2002). Otros 

componentes químicos añadidos fueron la xilosa que no penetra la célula y es 

importante para extraer el agua libre intracelular mediante la presión osmótica; 

asimismo, preserva la estructura de las membranas celulares y su funcionalidad (Saito et 

al., 1997). Se añadió también sucrosa que en combinación con el EG es menos tóxico 

dado su bajo peso molecular y velocidad de penetración celular (Dochi et al., 1990; 

Leeuw et al., 1994; Saha et al., 1996). La sucrosa previene la penetración excesiva de 

otros crioprotectores al embrión (Ali y Shelton, 1993; Saito et al., 1994), y en 

combinación con la xilosa son capaces de extraer el agua libre intracelular utilizando la 

diferencia de presión osmótica sin penetrar la célula, encapsulando al embrión en una 

matriz viscosa previniendo la cristalización intracelular durante la descongelación 

(Kuleshova et al., 1999), esto ocurre al reducir el choque osmótico (Liebermann et al., 

2002). 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 et al., 2000; Vajta, 2000), atravesando un rango de temperatura de  

+15 a -5 °C a velocidades de enfriamiento muy rápidas (Zeron et al., 1999). La 

utilización de los crioprotectores fue por etapas (stepwise), para disminuir su toxicidad y 

mantener sus propiedades osmóticas y crioprotectoras (Vajta, 2000).     
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La xilosa es un crioprotector no permeable, que deshidrata al embrión, reduce la 

probabilidad de formación de hielo intracelular, concentra macromoléculas en el 

citoplasma y facilita la vitrificación intracelular, previniendo la penetración excesiva de 

otros crioprotectores al embrión (Albarracín, 2005).  

4.2 Calidad de embriones de alpaca estimuladas con eCG, recolectados y 

desvitrificados  

4.2.1 Calidad de embriones recolectados 

Los embriones recuperados fueron clasificados como excelentes (30.77%), buenos 

(46.15%) y regulares (23.08%) con un tamaño de 467.50, 410.00 y 400.00 µm, 

respectivamente. Al comparar los tamaños de los embriones recolectados de las 

diferentes calidades no existió diferencia significativa (p>0.05), los altos coeficentes de 

variabilidad se deben al escaso número de embriones evaluados (Tabla 5). Estos 

embriones después de la evaluación fueron vitrificados. 

Tabla 5.  Tamaño de embriones recuperados clasificados según su calidad   

Calidad de 

embriones 

n  

(%) 

Prom. ± DS 

(mm) 

CV 

(%) 

Mínimo Máximo 

Excelente 8 (30.77%) 467.50 ± 164.9 35.27 280 680 

Bueno 12 (46.15%) 410.00 ± 163.0 39.76    240 

 

800 

Regular 6 (23.08%) 400.00  ± 208.2 52.05 220 800 

n=número de embriones; DS= desviación estándar; CV= Coeficiente de variabilidad. 

Cervantes (2011) recuperó a nivel de cuerno uterino, un 81.4% (35/43) entre embriones 

buenos y excelentes y un 100% (12/12) del oviducto, cifra superior a lo logrado por 

nosotros (76.9%). Esta diferencia podría deberse a que Cervantes (2011) recolectó los 
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embriones, utilizando el método denominado circuito abierto con flujo discontinuo de 

14 alpacas faenadas. Esta apreciación se corrobora por lo indicado por Vasquez et al. 

(2007), quienes mediante el lavado uterino recuperaron 9 embriones de alpaca, 7 

(77.78%) de calidad buena y 2 (22.22%) de calidad regular. Así mismo, Vásquez 

(2011), al evaluar 23 embriones recolectados de llamas superovuladas, encontró que el 

69.6% fueron de calidad excelente y 30.4% de calidad buena. En todos los casos 

analizados resulta de suma importancia el protocolo utilizado, Quispe (2015) por 

ejemplo, solamente pudo recolectar un embrión de 15 alpacas superovuladas con eCG. 

4.2.2 Calidad de embriones desvitrificados  

Los embriones desvitrificados fueron clasificados como excelentes (20%), buenos 

(44%) y regulares (36%) con un tamaño de 448.00, 438.18 y 342.00 µm, 

respectivamente. Al comparar los tamaños de los embriones desvitrificados de las 

diferentes calidades no existió diferencia significativa (p>0.05), los altos coeficentes de 

variabilidad se deben al escaso número de embriones evaluados (Tabla 6). 

Tabla 6. Tamaño de embriones desvitrificados clasificados según su calidad   

Calidad de 

embriones 

n  

(%) 

Prom. ± DS 

(mm) 

CV 

( %) 

Mínimo Máximo 

Excelente 5 (20.00%) 448.00 ± 209.09 46.67 200 680 

Bueno 11 (44.00%) 438.18 ± 149.79 34.18 200 660 

Regular 10 (36.00%) 342.00  ± 153.03 44.75 220 700 

n=número de embriones; DS= desviación estándar; CV= Coeficiente de variabilidad. 

Vásquez (2008), desvitrificó 5 (41.67%) embriones de calidad excelente y 7 (58.33%) 

de calidad buena utilizando una solución de sucrosa 0.25 M durante 5 minutos y luego 
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sucrosa 0.12 M también por 5 minutos. En la presente investigación logramos 

desvitrificar 5 (20.00%) de excelente calidad y 11(44.00%) de buena calidad, muy 

probablemente debido a las diferentes concentraciones de los crioprotectores (0.25 M 

sucrosa por 5min y 0.5 M sucrosa por 5 min). Vásquez et al. (2007), desvitrificó 7 

(87.5%) de buena calidad y 1 (12.5%) calidad regular, nuevamente se aprecia que varían 

las tasas en relación a los valores observables en la Tabla 6. Es notorio que los 

componentes químicos utilizados son determinantes para el éxito de la desvitrificación, 

es así, que Paredes (2014), utilizando etilenglicol y dimetilsulfoxido como 

crioprotectores logra desvitrificar 10 embriones (41.6%) de calidad excelente, 4 (16.7%) 

calidad buena y 5 (20.8%) de calidad regular.  

Tabla 7.  Asociación entre calidad embrionaria a la vitrificación y desvitrificación 

 

  

Calidad del embrión 

desvitrificado Total 
χ² 

(p<0.05) 
Excelente Bueno Regular 

Calidad 

del 

embrión 

vitrificado 

Excelente 4 4 0 8 

0.001 Bueno 1 7 4 12 

Regular 0 0 6 6 

Total 5 11 10 26   

 

 
En la Tabla 7 se puede observar que existe asociación estadística (p<0.01) entre la 

calidad embrionaria a la vitrificación y desvitrificación, esto quiere decir que es muy 

importante cuidar la condición del embrión desde la recuperación hasta efectuar la 

transferencia.  
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4.3 Tasa de viabilidad de embriones de alpaca 

En la Tabla 8 se observa que únicamente los embriones de calidad excelente, logran que 

se produzca la preñez, sin embargo, solo llega la misma al 60%. Existe asociación 

estadística entre la calidad del embrión desvitrificado y la condición de preñez (p<0.01). 

      Tabla 8. Asociación entre calidad del embrión y la condición de preñez. 

  

Condición de preñez 

lograda con el 

embrión 

descongelado 

    

χ² (p<0.05) 

Si (P) No (V) Total % 

Recuento Recuento     

Calidad del 

embrión 

descongelado 

Excelente 3 2 5 60.0 

0.001 Bueno 0 11 11 0.0 

Regular 0 10 10 0.0 

Total   3 23 26 11.5   

       P: preñada; V: vacía 

Vásquez et al. (2007), obtienen un resultado no satisfactorio en la transferencia 

embrionaria a alpacas receptoras. Ninguna alpaca quedó preñada a pesar que se utilizó 

embriones de calidad excelente. En el caso nuestro obtuvimos 3/5 (60%) de animales 

preñados (Tabla 8). Como mencionamos anteriormente esta diferencia podría deberse a 

las diferentes concentraciones y calidades de los crioprotectores utilizados. De la 

revisión se puede abstraer que solo con embriones de calidad excelente se puede obtener 

tasas aceptables de preñez (Abe et al., 2002). Otro trabajo es el de Paredes (2014), quien 

obtuvo una tasa de preñez de 58.3% (7/12) con embriones excelentes viables post 

desvitrificación con etilenglicol y 37.5% (3/8) para los post-descongelados usando 

dimetilsulfóxido.  

 

 
cc Repositorio Institucional – UNAMBA - PERÚ  



 

53 

 

 

V. CONCLUSIONES  

 

El protocolo de vitrificación de embriones de alpacas (Vicugna pacos) diseñado con 

base al protocolo de vitrificación de embriones de bovinos (Bos taurus) obtenidos por  

superovulación, mediante la hormona gonadotropina coriónica equina (eCG), es viable. 

 

El éxito del proceso de vitrificación depende de la calidad de embriones de alpaca 

recolectados, únicamente deberían de considerarse los embriones de calidad excelente,  

ya que durante el proceso de vitrificación y desvitrificación los embriones tienden a 

perder calidad.    

 

La viabilidad de los embriones de alpaca desvitrificados y transferidos a llamas en el 

C.I.P. Quimsachata del Instituto Nacional de Innovación Agraria (INIA), solo fue 

posible con aquellos clasificados como de calidad excelente, llegando a una tasa de 

preñez del 60%.     
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VI. RECOMENDACIONES 

 

Las instituciones de educación universitaria y otras dedicadas a la investigación 

deberían de profundizar el conocimiento sobre los procesos de vitrificación de 

embriones en alpacas. 

 

Es aconsejable que en todos los trabajos de congelamiento de embriones, los 

investigadores pongan especial cuidado, brindar una adecuada alimentación a los 

animales y de esta forma se tenga éxito en la transferencia de embriones. 

 

Trabajar en el área de biotecnología de la reproducción, exige que los investigadores y 

técnicos de campo tengan un buen conocimiento de todo el procedimiento de 

vitrificación para disminuir el riesgo de alterar cualquier paso y fracasar en la 

vitrificación y desvitrificación del embrión.   
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UNIVERSIDAD NACIONAL MICAELA BASTIDAS DE APURÍMAC 

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA 

 

 

Tabla 9. Ficha para el acopio de datos 

Calidad del embrión recolectado 

Nro. de arete Excelente Bueno Regular Malo 

     

     

     

 

Calidad de embrión desvitrificado 

Nro. de arete Excelente Bueno Regular Malo 
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UNIVERSIDAD NACIONAL MICAELA BASTIDAS DE APURÍMAC 

FACULTAD  DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA 

 

 

Tabla 10.  Ficha de registro de información a nivel de campo 

Arete:…….……………… Raza:…………………. 

Color:……………….…..Obs.:……………………. 

Día Ovario derecho Ovario izquierdo Observación 

 
 

  

 

 

 

  

 

Observaciones:………………………………..…………………………………………

…………………………………………………………………………………… 
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Día 0 Día 2 Día 6 Día 7 Día 13 Día 14 

 
     

Ecografía 

+ GnRH 

eCG Ecografía 

+ PF2alfa 
Empadre Ecografía 

Lavado y 

recuperación de 

embriones 
650 UI 

 

Figura 3. Protocolo de tratamiento hormonal 

 

 

 

Figura 4. Selección, dosificación y aplicación de medicamentos en alpacas  
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Figura 5. Alimentación de la alpaca 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Empadre y ecografía de alpacas hembras 
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Figura 7. Soluciones para embriones y aplicación de acepromazina maleato    

                                                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Anestesia epidural,  vaciado de heces y ecografía de la alpaca 
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              Figura 9. Lavado uterino y recuperación de embriones 

 

          

Figura 10. Filtración y observación del embrión 

 
cc Repositorio Institucional – UNAMBA - PERÚ  



 

79 

 

 

Figura 11. Vitrificación de embriones a -196 °C  mediante nitrógeno líquido 

 

 

 

 

 

 

 

           

 

Figura 12.  Baño María a 24.1 °C  y observación del embrión descongelado 
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Figura 13. Personal de apoyo del proyecto 
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Figura 14. Pasos para la vitrificación del embrión en el tanque de nitrógeno 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.  Pasos para la desvitrificación de embriones 
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Tabla 11. Pruebas de Chi-cuadrado de Pearson para determinar la asociación  de la 

calidad del embrión  recolectado vitrificado y desvitrificado 

  
Calidad del embrión 

desvitrificado 

Calidad del embrión 

vitrificado 

Chi cuadrado 18.279 

Gl 4 

Sig. 0.001 
 

 

 

Tabla 12. Pruebas de Chi-cuadrado de Pearson para determinar la asociación de la 

calidad del embrión desvitrificado y la condición de preñez. 

  
Calidad del embrión 

desvitrificado 

Preñez (si/no) 

Chi cuadrado 14.243 

Gl 2 

Sig. 0.001 

 

Tabla 13. Tamaño de folículos, según ubicación del ovario en alpacas antes del 

tratamiento 

Ubicación 

del  ovario 

n ± DS 

( mm) 

C V 

( %) 

Mínimo Máximo 

Derecho 14 8.8 ± 2.9 32.96 8 13 

Izquierdo 17 8.6 ± 1.8 20.93 6 12 
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Tabla 14. Tamaño de cuerpos lúteos, según ubicación del ovario, antes del tratamiento 

hormonal en  alpacas.  

 

Tabla 15. Evaluación de la respuesta ovárica al tratamiento con hormona coriónica 

equina (eCG), según ubicación del ovario en alpacas. 

Ubicación 

del  ovario 

n ± DS C V 

(%) 

Mínimo Máximo 

Derecho 29 4.00 ± 1.3 32.5 2 8 

Izquierdo 30 4.73 ± 2.5 52.8 5 12 

 

Tabla 16. Tamaño de folículos ováricos, en alpacas al usar la hormona coriónica equina 

(eCG). 

 
. 

Ubicación  

del ovario 

n ± DS 

( mm) 

CV 

( %) 

Mínimo Máximo 

Derecho 14 10.2 ± 2.1 20.58 8 14 

Izquierdo 17 10.1 ± 1.9 18.81 7 13 

Ubicación 

del  ovario 

n ± DS 

( mm) 

C V 

(%) 

Mínimo Máximo 

Derecho 29 6.8 ± 2.3 33.82 4 12.6 

Izquierdo 30 7.2 ± 1.5 20.83 5 11.0 
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Tabla 17. Número de cuerpos lúteos ováricos en alpacas al usar hormona coriónica 

equina (eCG). 

 

Tabla 18. Tamaño de cuerpos lúteos considerándose ambos ovarios en alpacas al usar 

la hormona coriónica equina (eCG). 

 

Tabla 19. Tamaño de folículos considerándose ambos ovarios en llamas para la 

transferencia 

Lado de 

ovario 

n  ± DS 

(mm) 

C V % Mínimo Máximo 

Derecho 6 10.8 ± 1.8 16.67 9 14 

Izquierdo 20 10.0 ± 2.5 25 7 14 

 

Ubicación 

del ovario 

n ± DS 

 

C V 

( %) 

Mínimo Máximo 

Derecho 27 4.00 ± 1.0 25 1 8 

Izquierdo 28 5.21 ± 1.72 33 1 9 

Lado de 

ovario 

n  ± DS 

( mm) 

C V  % Mínimo Máximo 

Derecho 27 9.0 ± 2.95 32.78 5.8 17 

Izquierdo 28 9.5  ± 3.33 35.05 5.7 20 
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Tabla 20. Tamaño de cuerpos lúteos considerándose ambos ovarios en llamas para la 

transferencia. 

Lado de 

ovario 

n ± DS 

(mm) 

C V % Mínimo Máximo 

Derecho 6 11.5 ± 1.62 14.01 11 14 

Izquierdo 20 11.7 ± 1.70 14.53 9 15 
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