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I. Titulo

Efecto de la congelacion de los espermatozoides del conducto deferente (Lama glama) sobre la
calidad espermatica a la post descongelacion

Resumen del Proyecto de Tesis

La congelacién de los espermatozoides es una técnica reproductiva muy util como herramienta en
programas de mejoramiento genético y conservacion de especies, sin embargo, ain no existe un
protocolo adecuado en llamas. El objetivo del presente estudio es evaluar la congelacidon de los
espermatozoides procedente del conducto deferente de llama (Lama glama), sobre la calidad
espermatica a la post descongelacién. El estudio se realizara en el Laboratorio  de Reproduccién
Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano
utilizando dos llamas machos adultos las cuales seran sometidas quirurgicamente la desviacion del
conducto deferente, posteriormente se colectaran espermatozoides por friccion, una vez diluidas
las muestras seran evaluadas la motilidad total, motilidad progresiva, vitalidad, test hipoosmético e
integridad de membrana los mismos que serdn evaluados al momento de coleccién, del periodo de
equilibrio y a la descongelacidn, con la adicién de la fraccién B del dilutor se procedera a congelar los
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cm sobre el nivel del nitrégeno liquido por 10 minutos; todos los datos seran sometidos previamente
a una prueba de homogeneidad para ver si la distribucién es normal y seguidamente se realizara la
prueba de chi-cuadrado para ver la diferencia. Los resultados permitirdan determinar una
temperatura de congelacion adecuada para la sobrevivencia de espermatozoides procedentes del
conducto deferente para el uso posterior de otras biotecnologias como la inseminacion artificial,
transferencia de embriones y produccion de embriones in vitro.

lll. Palabras claves (Keywords)

Congelacién, espermatozoide, conducto deferente, llama, sobrevivencia

IV. Justificacién del proyecto

El conocimiento de la biologia reproductiva de los camélidos sudamericanos es aun insuficiente,
especialmente en lo referido a la fisiologia reproductiva del macho, existe muy poca informacion
sobre la coleccidn, caracteristicas, evaluacion, conservacion y aplicacién del semen en camélidos
sudamericanos, debido a la falta de una metodologia confiable y reproducible para la coleccién de
semen (Calderdn Antezana, 2015; Ferré & Werkmeister, 1996) esto complementado con las técnicas
de congelamiento de semen que posibilitarian aun mas la multiplicacion y difusidn de genes, al
mismo tiempo que permite su conservacidn por periodos mas prolongados de tiempo; el desarrollo
de la técnica de conservacidon de semen en camélidos permitird el uso del semen de machos
reproductores de alta calidad genética.

Sin embargo, la coleccion de espermatozoides del conducto deferente posee potencial para
investigar en diferentes temas sobre la crioconservacidn de semen. La importancia dentro del
protocolo de congelacion sobre los espermatozoides y especificamente la tasa de congelacién a
través de los niveles de temperatura critica, definido como la formacion de los cristales de hielo y
consecuentemente la deshidratacion de los espermatozoides, siendo en las temperaturas de
enfriamiento aproximadamente entre -5 a -50°C, donde se produce el dafio celular, los autores
recomiendan una tasa de congelacidn de -20° a -30°C/min, por la obtencién de mayor motilidad a
la post descongelacion.

La sobrevivencia del espermatozoide (congelado/descongelado) también depende de la
temperatura inicial de congelacion (Kumar, Millar, & Watson, 2003; Salamon, 1970), no teniendo
registrado aun para los espermatozoides procedentes del conducto deferente en llamas.

V. Antecedentes del proyecto

Caracteristicas de semen de llama

La s caracteristicas fisicas y bioldgicas del esperma son muy variables y dependen de las condiciones
de coleccién tales como: método de recoleccidn, fertilidad y libido del macho, temperatura
ambiental. Las eyaculaciones tienden a no estar fraccionadas, sin embargo, algunos parametros
como la concentracion, porcentaje de esperma vivo y normal pueden variar ligeramente durante el
tiempo de la eyaculacién (Lichtenwalner, Woods, & Weber, 1996; Moscoso, 2002). El semen de los
camélidos se caracteriza por una eyaculacién muy viscosa y de bajo volumen ademas de una baja
concentracién de espermatozoides tales caracteristicas macroscépicas se reflejan en una baja
motilidad progresiva. Actualmente el plasma viscoso es el principal obstaculo para el desarrollo de
las tecnologias de reproduccion asistida (TRA) en camélidos (Kershaw-Young & Maxwell, 2012). Las
caracteristicas microscopicas mas importantes que se evaluan en el semen son motilidad,
concentracién, funcionalidad de la membrana plasmatica a través de la prueba hipoosmodtica,
viabilidad espermatica mediante la coloracion con eosina/nigrosina (Pérez, 1998).

Concentracion espermatica.
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DERMACK, & LODGE, 1982). En Alpacas con desviacion de los conductos deferentes reportan
diferentes concentraciones, con un promedio de 515.0 x 104 esp/mm3 (Paricahua, 2001), con 23,87
x 104 esp/mm3 (Quintano, 2002) y 25,53 x 104 esp/mm3 (Deza, 2004).

Motilidad total
La motilidad es uno de los parametros mas importantes del andlisis seminal. Existen varias técnicas

de estudio de motilidad, pero la mas utilizada y a la vez la mas simple es la valoraciéon visual
subjetiva del porcentaje de espermatozoides moviles y la calidad de su movimiento. Para la
realizacidn de esta valoracion debe estar en condiciones de normocinesis (temperatura 372 C). Los
espermatozoides pueden presentar 2 tipos de movimientos: Movimiento de rotacién (alrededor de
su eje) Movimiento progresivo (desplazamiento de la célula), el cual a su vez puede ser lineal o
circular. Primero se estima, el porcentaje de espermatozoides que muestran algin tipo de
movimiento o “motilidad total”, segundo, el porcentaje de espermatozoides motiles que presentan
un movimiento progresivo o “motilidad progresiva” (Salamon & Maxwell, 1995). La motilidad
lograda a través de la desviacién de los conductos deferentes reporta una motilidad individual del
64.81% al 67.37 % (Quintano, 2002) y 71.89 % (Deza, 2004).

Vitalidad

La integridad de la membrana espermatica ha sido uno de los pardmetros mas estudiados, por su
papel clave en la funcidén espermadtica. De hecho, el estado de la membrana espermatica marca la
integridad morfoldgica y funcional de la célula. La evaluacidon morfoldgica se realiza usando
tinciones supravitales como la tincion eosina/nigrosina. El componente nigrosina proporciona un
fondo de contraste a las células espermaticas. La eosina tiene la capacidad de penetrar la membrana
plasmatica de los espermatozoides muertos, observandose estos al microscopio, con la cabeza
parcial o completamente rosada, mientras que los espermatozoides vivos aparecen de color blanco
palido contra el fondo purpura, lo cual es un indicador de la integridad de la membrana celular vy,
en consecuencia, de la viabilidad o vitalidad celular (Holt, 2000). En algunas investigaciones con
espermatozoides de alpacas procedentes de los conductos deferentes hallaron para la vitalidad un
58.99% (Paricahua, 2001) y de 41.75 al 86.25% (Quintano, 2002).

Test hiposmotico

Estd basado en la presion osmotica del espermatozoide, en su interior la presién osmética es de 325
mOsm/Kg, al introducir el semen en una solucidn hipoosmotica (100 mOsm/Kg), la diferencia de
presidn entre el medio externo y el medio interno del espermatozoide, hard que éste libere liquido
para equilibrar la presion osmatica, produciéndose asi un enrollamiento del flagelo sobre si mismo,
permitiendo valorar microscépicamente la cantidad de espermatozoides vivos; por otro lado, los
espermatozoides muertos permanecerdn intactos (Jimenez, 1994). Se considera normal la prueba
cuando mas del 60% de espermatozoide presentan hinchamiento de la cola después del test
hipoosmatico en espermatozoides recién colectados (Gonzales, 1998).

Integridad de acrosoma

El acrosoma es una organela membranosa de doble capa ubicada en la parte apical de la cabeza
espermatica, que contiene distintas enzimas hidroliticas, como la hialuronidasa y la acrosina. La
determinacién de la Integridad acrosomal es uno de los pardmetros espermaticos de importancia
debido a su papel en la reaccién acrosomal. La reacciéon acrosomal es un proceso exocitético que
consiste en la fusidon del acrosoma con la membrana plasmatica, resultando en la exposicion y
liberacidn del contenido acrosomal al medio extracelular, permitiendo que se realice la fecundacion
del ovocito. La liberacidn del contenido acrosomal se lleva a cabo cuando el espermatozoide entra
en contacto con mecanismos de sefalizacion que se encuentra en la zona pelicida y esta mediado
por la progesterona, ademas de estar regulado por el incremento intracelular del calcio (Harrison,

1998). En una evaluacion de la integridad acrosomal en espermatozoides epididimarios de Alpaca
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de 63.38%, espermatozoides con integridad acrosomal 95.19% y espermatozoides vivos con
integridad acrosomal de 61.13% (Ugarelli et al. 2017). Para evitar la viscosidad del semen en
camélidos sudamericanos se desarrolld la técnica de plastia de conductos deferentes por medio
quirdrgico para coleccionar espermatozoides directamente de los conductos deferentes sin la
presencia de viscosidad seminal lo que facilita su manejo y dilucién (Deza, 2004; Pérez, 1998;
Quintano, 2002).

Criopreservacion de semen

La criopreservacion tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad celular a
temperaturas bajas. La criobiologia se refiere a entender los efectos de las temperaturas bajas sobre
los sistemas celulares ya que el tiempo bioldgico es una consecuencia de determinadas reacciones
bioquimicas y el frio prolonga el tiempo bioldgico puesto que enlentece estas reacciones (Avila-
Portillo et al., 2006). La criopreservacion del semen contribuye a la expansion de técnicas
reproductivas, como la inseminacion artificial (Al) y la fertilizacion in vitro (Medeiros, Forell,
Oliveira, & Rodrigues, 2002).

El fin de los protocolos de criopreservacion es la de obtener mejores resultados en relacién con la
supervivencia espermatica y la fertilidad del semen al descongelamiento, la criopreservacidon permite
el mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad celular a temperaturas muy bajas, por lo que es
posible detener el proceso que sufre el espermatozoide desde la eyaculacion hasta la fecundacion y
conservarlo potencialmente fértil en el tiempo, durante el proceso de criopreservacion los
espermatozoides se ven sometidos a diversos tipos de estrés, los cuales pueden inducir en la célula
espermatica, dafios letales que comprometen su funcionalidad (Choez, 2010). La alta viscosidad es
comun en el semen de los camélidos. Esto representa un desafio mas para desarrollar la inseminacion
artificial. Muchas investigaciones citan la viscosidad natural del semen de los camélidos como el
principal obstaculo que impide el desarrollo de la conservacién y la inseminacion artificial (Morton,
Vaughan Jane L., Maxwell W. M. Chris, Research, & (Australia, 2008).

Si bien la criopreservacion garantiza la supervivencia de los espermatozoides, tiene efectos sobre la
motilidad y viabilidad de los espermatozoides y es un factor que debe ser considerado en protocolos
de tecnologias de reproduccion asistida, ya que la fertilidad del semen es el factor mas importante
para tener en cuenta al implementar nuevas técnicas o procedimientos en programas de IA (Aller,
Rebuffi, Cancino, & Alberio, 2003). La conservacion de espermatozoides y de su capacidad fertilizante
exige la reduccidén o interrupcion reversible del metabolismo celular, esto se consigue mediante el
uso de dilutores, ya que los procedimientos de refrigeracion y congelacion

deprimen el metabolismo (Choez, 2010).

La congelacién de semen es una biotecnologia reproductiva muy poco empleada en camélidos
sudamericanos. Las dificultades en la coleccion de semen y en el manejo de las muestras seminales,
debido a su alta viscosidad, y el escaso conocimiento sobre dilutores apropiados para el semen de
camélidos se constituyen en los principales factores que imposibilitan el desarrollo de protocolos de
criopreservacion con resultados optimos de calidad espermatica post-descongelamiento. Esto
determina que la inseminacion artificial quede restringida al uso de semen fresco. Asimismo, se tiene
que considerar la baja concentracion de espermatozoides y el alto porcentaje de anormales que,
como caracteristicas usuales del semen de alpaca, incrementan la dificultad de obtener pardametros
espermaticos post-descongelamiento adecuados que permitan la fecundacion (Bravo,

Flores, Garnica, & Ordofiez, 1997).

Licuefaccion del semen

La funcion de la gran viscosidad en el semen de los camélidos se desconoce pero se presume que
crea una especie de reservorio de semen o que puede ser importante para mantener a los
espermatozoides viables dentro del Gtero (Huanca & Adams, 2007). El semen se vuelve liquido a las
23 horas (rango de 8 — 30 horas) después de la coleccion naturalmente. Varios métodos de
licuefaccidn del semen, como el uso de enzimas (Bravo P., 2002) y agitacién mecdnica se han utilizado
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ciondel
semen. Se disefié un estudio para probar la efectividad de enzimas para licuar el semen (por ejemplo,
colagenasa, fibrinolisina, hialuronidasa o tripsina), la colagenasa fue efectiva para eliminar la
viscosidad del semen en cinco minutos con muy baja repercusion en las

caracteristicas del semen (Huanca & Adams, 2007).

Un método mecdnico para reducir la viscosidad del eyaculado implica la aspiracidn y expulsién del
eyaculado a través de una aguja; la técnica efectivamente reduce la viscosidad y tiene muy poca
influencia en otras caracteristicas del semen (Valdivia, Ruiz, & Bermudez, 1999).

Temperaturas de congelacion

Durante la criopreservacidn, los espermatozoides son sometidos a tensiones mecanicas, osmaticas y
termales, estos fendmenos pueden variar de acuerdo al tipo de congelamiento utilizado, que
generalmente son dos: congeladores programables y no programables, este uUltimo mecanismo
depende de la relacion entre el volumen y la superficie de la pajilla y la velocidad de ventilacién; por
otro lado, mediante el uso de la congelacién programada se obtuvieron velocidades de
congelamientos dptimos para bufalos (Shah, Andrabi, & Qureshi, 2016).

Se ha observado que, en los protocolos de congelacién equilibrada, los sistemas bioldgicos sometidos
a congelacion pueden presentar rangos especificos en los cuales al momento del descongelado la
supervivencia es éptima, esto debido a que, entre el inicio del programa de congelamiento y
estabilizacidon de la célula en estado vidrioso, estas son expuestas a condiciones no fisiolégicas
desfavorables, por lo tanto, un congelamiento demasiado lento o demasiado rapido

ocasiona un dafio irreversible en las células y tejidos a preservar (Woelders & Chaveiro, 2004).

Con mayor frecuencia el esperma de los camélidos no es muy resistente frente a los procesos de
congelado y descongelado, para lo cual uno de los aspectos importantes a tomar en cuenta para el
éxito de la criopreservacion viene a ser el tiempo de equilibrio durante el congelamiento (Malo,
Crichton, & Skidmore, 2017).

El tiempo de equilibrio es definido como el periodo en el que, después de la dilucion, el glicerol
ingresa rapidamente dentro del espermatozoide con el fin de establecer el equilibrio entre los
compartimentos intracelulares y extracelulares, en este tiempo también se da el equilibrio de
concentracién osmética de otros componentes del dilutor (Salamon & Maxwell, 2000). En indices se
demostré que tiempos de equilibrio de 15 minutos no afectaron la calidad espermatica, y tiempos
de equilibrio demasiado cortos menores a un minuto reducen la vitalidad del esperma en toros y
aves de corral (Leite et al., 2010; Pradiee et al., 2014; Santiago-Moreno et al., 2011). En camellos
dromedarios se determind que tiempos de equilibrio de una y dos horas no afectaron a la calidad
espermatica al momento del descongelamiento, sin embargo, se pudieron observar mejores
resultados en la escala de entre 0 a 10 minutos (Malo et al., 2017).

VI. Hipotesis del trabajo

Que el proceso de congelacién/descongelacion permite mantener viables a los espermatozoides
procedentes del conducto deferente de la llama.

VII. Objetivo general

Determinar la calidad espermatica procedentes del conducto deferente al proceso de
congelacidn/descongelacion.

VIII. Objetivos especificos

| Evaluar la calidad espermdtica de los espermatozoides procedente del conducto deferente de llama
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al'momento delacoleccidnyenfriamiento:

Determinar la calidad espermatica procedente del conducto deferente de llama, después de haber
sido sometidas al proceso de congelacion con una curva gradual de -20°/minuto hasta llegar a -100°
y su almacenamiento a -196°C de temperatura de congelacién

IX. Metodologia de investigacion

Lugar de Estudio

La presente investigacion se realizara en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, el cual se encuentra ubicado en la ciudad universitaria de la
Universidad Nacional del Altiplano, a 3823 msnm; durante los meses de enero a marzo.

Material

Seran espermatozoides de 2 llamas colectados de conducto deferente, de cada macho se colectaran
6 veces, distribuyendo en cada sesion dos pajillas por temperatura de congelacién (tratamiento)

utilizando un solo dilutor para evitar alguna variacion.

Disefio del proyecto

Congelacién a -20°C/ minuto Congelacién control a 7 cm sobre el NL
n=10 n= 10

Coleccion de espermatozoides

La coleccion de espermatozoides se realizard de acuerdo a la técnica recomendada por Pérez y col.
(2014), con ligeras modificaciones, se describe en forma breve, se utilizaran 2 machos llamas como
donadores de espermatozoides. Para la dilucidn se utilizard el dilutor Tris las muestras de los
espermatozoides se colectaran de la fistula del conducto deferente realizando ligeros masajes, las
microgotas de espermatozoides se recogeran con un tips de 5 uL de capacidad adosados a una jeringa
de tuberculina y se colocaran dentro los 0.5 mL de dilutor que estara dentro un tubo graduado y que
a la vez estard protegido en bafio de agua a una temperatura de 37°C.

Evaluacion
Motilidad total

La evaluacién de la motilidad total se realizara bajo la luz de un microscopio éptico acoplado con una
platina a 37°C a 400X de magnificacion. Previamente se dejara calentar laminas portaobjetos y
cubreobjetos sobre la platina a 37°C.Con la ayuda de una jeringa tuberculina acoplado a un tip de
20uL se aspirara la muestra de espermatozoides diluido del tubo de ensayo y se colocara un volumen
de 5ul sobre una lamina porta objetos. Seguidamente se cubrird con una laminilla cubreobjetos de
22x22 mm. La evaluacion se realizard en cinco campos diferentes, las células espermaticas que
presentaran cualquier tipo de movimiento se contaran y células que no presenten movimiento (se
contaran 200 células espermaticas como minimo). Los resultados se expresaran en porcentajes.

Motilidad progresiva

La Motilidad progresiva se realizara bajo la luz del microscopio a 400X de magnificacién y acoplado
con una platina a 370C en 5 campos diferentes y se contaran al menos 200 células espermaticas y
solo se contaran a los espermatozoides que presenten movimiento rectilineo y se consideraran como
motilidad progresiva y los resultados se expresaran en porcentajes.

Test hipoosmético
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La evaluacion del Test Hiposmotico se realizara por el método descrito por Revell and Mrode (1994)
de la siguiente manera: En un tubo de ensayo se colocara 100 uL de espermatozoides diluidos y se
adicionara 1 mL de solucion Hipoosmatica (13.51 g de fructuosa y 7.35 g de citrato de sodio trihidrato
disueltos en un litro de agua destilada que tiene una osmolaridad de 150 mOsm/kg). La mezcla se
incubard a 379C durante 60 min. Luego con la ayuda de una jeringa adosada con un tip 15uL se
aspirard y colocard sobre una ldmina portaobjetos y se cubrird con una ldmina cubreobjetos, 200
espermatozoides seran evaluados bajo la luz de un microscopio 6ptico a 400X de magnificacion
donde los espermatozoides con cola enrollada e hinchada se consideraran con reaccidn positiva, los
resultados se expresaran en porcentaje.

Integridad de acrosoma

Para la evaluacidn de la integridad de acrosoma se realizard en el mismo frotis realizado para evaluar
la morfologia y la vitalidad, se evaluaran los espermatozoides bajo la luz de un microscopio de
contraste a 1000X de magnificacién con aceite de inmersidn, se evaluaran 200 células espermaticas,
tomando en cuenta el acrosoma intacto y acrosoma dafado y los resultados se

expresaran en porcentaje.

Las evaluaciones de Motilidad total, motilidad progresiva, test hipoosmético e integridad de
acrosoma se realizaran a la pre-congelacidén y post descongelacion.

Congelacién de los espermatozoides

Para la congelacion, primer lugar, los espermatozoides se determinara la concentracion, motilidad
total, motilidad progresiva, vitalidad, anormalidades, integridad de acrosoma, test hiposmotico
cuando los espermatozoides esen pre-diluidos 0.5 mL de dilutor Tris a 37 °C.

Para el enfriamiento (a 5°C) la muestra se colocara dentro una refrigeradora por espacio de 2 horas
aproximadamente.

La fracion B se le adicionara calculando que cada dosis de 0.25 ml de volumen contenga al menos 10
x 10° de espermatozoides motiles y con el 5% de glicerol al volumen total y se dejara por al menos
45 minutos para su equilibracion.

Para el empajillado, se rotularan las pajillas de 0.25 ml con la ayuda de lapiceros de tinta permanente,
tomando en consideracidon al tratamiento, la clave del animal y la fecha de congelacién, a
continuacion, sera envasado en pajillas de 0.25 mL de capacidad.

La congelacién de tratamiento tendra una curva de congelacién de -20°C/min por tanto la duracién
de la congelacion seran de 4, 5, y 6 minutos respectivamente, enseguida las pajillas seran sumergidas
en nitrégeno liquido y posteriormente almacenados en

tanques criogénicos hasta su evaluacion.

Descongelacion

Para la descongelacion se utilizard un bafio Maria a 37°C en el cual serd sumergida la pajilla
inmediatamente después de ser sacada del tanque criogénico siendo descongelada por un tiempo
de 30 s, luego del cual se evaluara la motilidad.

Estadistico

Los datos seran sometidos a la prueba de homogeinidad para determinar si los porcentajes que se
obtendra si se distribuyen normalmente seguidamente se aplicara la prueba de Chi-cuadrado.
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XI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto.

Los resultados servirian un protocolo para congelar espermatozoides de camélidos domésticos y que
también se usaria en la inseminacion artificial.

XIl. Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

Los resultados permitirdn generar conocimientos referenciales para el uso posterior de
otras biotecnologias como la inseminacion artificial, transferencia de embriones y
produccion de embriones in vitro

ii. Impactos econémicos

La investigacion en camélidos sudamericanos, como al principio en otras especies, permite
aprovechar eficientemente su produccién y la mejora en la calidad genética de los animales,
incrementando su valor y asi el ingreso de los productores de llamas.

iii. Impactos sociales

Las llamas y casi la totalidad de criadores de llamas han sido y aun vienen siendo
marginados, para lo cual este estudio permitira satisfacer la mejora en la produccion de esta
especie, y asi su calidad de vida.

iv. Impactos ambientales

El estudio permitira indirectamente el incremento de la poblacién de llamas de alto valor
genético sobre las regiones alto andinas y aprovechar de esta manera los recursos vegetales
de estas zonas, que otras especies no pueden consumir.

XIll. Recursos necesarios (Infraestructura, equipos y principales tecnologias en uso
relacionadas con la teméatica del proyecto, sefiale medios y recursos para realizar el
proyecto)

Infraestructura:

Laboratorio de reproduccion de la Faculta de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Corrales para las llamas

Equipos:

Congelador de semen

Balanza analitica

Microscopio dptico

Bafo maria

Refrigeradora

Cocina eléctrica

Platina térmica

Estufa

Termos

Termocupla

Recursos propios y del laboratorio.
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Reactivos y otros materiales:

Tris

Glicerol

Eosina

Nogrosina

Nitrogeno liquido

Polivinilo de cloruro

Alcohol medicinal

Agua bidestilada

Aceite de inmersidn

Antibiotico

Vasos de precipitacion

Probetas de diferentes capacidades
Camara de Newbauer

Tubos de ensayo

Cronometro

Laminas portaobjetos

Laminas cubreobjetos

Tips

Papel toalla

Jeringas de tuberculina

Lapiceros indelebles de diferentes colores
Pajillas de 0.25 mL

XIV. Localizacién del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)

El proyecto de realizar en el laboratorio de Reproduccidn Animal de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, el cual se encuentra ubicado en la ciudad universitaria de la Universidad Nacional
del Altiplano, a 3823 msnm, en la ciudad de Puno.

XV. Cronograma de actividades

e E[F|M T;lmslstrJeS JJA[S[O[N
Presentacién del proyecto X
Ejecucion del proyecto X|X|X|X|X]|X]|X
Tabulacion de datos y redaccién del articulo X | X| X
Presentacién del articulo
XVI. Presupuesto
Descripcion Unidad de medida | Costo Unitario | Cantidad Costo total (S/.)

(S1.)
Congelador equipo 500.00 1 500.00
Tris mL 0.50 100 mL 50.00
Jeringas de tuber caja 0.50 100 50.00
Portaobjetos caja 15.00 3 45.00
Cubreobjetos caja 10.00 5 50.00
Nitrogeno Kg 20.00 20 400.00
Total 1145.00




