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RESUMEN 

La producción de embriones in vitro de alpacas está aún en etapas iniciales. El objetivo fue evaluar la 

influencia de hormonas folículo estimulante (FSH), luteinizante (LH) y gonadotropina coriónica equina 

(eCG) en la maduración in vitro de ovocitos y clivaje de embriones de alpacas. Realizado en el 

Laboratorio de Fertilización in vitro del CIP Quimsachata, Estación Experimental ILLPA Puno. Los 

ovocitos se recuperaron de ovarios de alpaca faenadas, los de categoría A y B fueron madurados en 

medio TCM – 199 (Incubadora a 6.1% de CO2; 5% de O2; 38.5 °C con alta humedad), en grupos de 

tratamientos (T) suplementados con gonadotropinas, T1: eCG 15 UI mL-1  sin FSH y LH; T2: FSH 0.25 

μg mL -1  + LH 2.5 μg mL -1  sin eCG; T3: FSH 0.25 μg mL -1  + LH 2.5 μg mL -1  +  eCG 15 UI mL-1,  

durante 36 h, luego, fertilizados con 2 μL de semen (4 x 106 espermatozoides mL-1) en medio Fertil 

TALP por 12 h y cultivados en medio SOF por 48 h. Se obtuvo mayor porcentaje (P ≤ 0.05) de ovocitos 

en metafase II: 46.9% en T3, 41.0% en T2 versus T1. Se encontró mayor tasa (P ≤ 0.05) de clivaje (2 a 

8 células a 48 h de cultivo): 22.4% en T3, 17.8% en T2 en comparación con T1. Se concluye que las 

gonadotropinas FSH, LH afectan positivamente la maduración de ovocitos in vitro repercutiendo en el 

clivaje de embriones de alpacas. 

Palabras clave: división embrionaria, gonadotropina, metafase, oocito y Vicugna pacos. 

ABSTRACT 

The production of in vitro embryos of alpacas is still in early stages. The objective was to evaluate the 

influence of follicle stimulating (FSH), luteinizing hormone (LH) and equine chorionic gonadotropin 

(eCG) hormones on the in vitro maturation of oocytes and cleavage of alpaca embryos. Performed in 

the in vitro Fertilization Laboratory of CIP Quimsachata, ILLPA Puno Experimental Station. The 

oocytes recovered from ovaries of alpaca slaughtered, the of category A and B were matured in TCM-

199 medium (incubator at 6.1% CO2, 5% O2, 38.5 ° C with high humidity), in treatment (T) groups  

supplemented with gonadotropins, T1: eCG 15 IU mL-1 without FSH and LH; T2: FSH 0.25 μg mL -1 + 

LH 2.5 μg mL -1 without eCG; T3: FSH 0.25 μg mL -1 + LH 2.5 μg mL -1 + eCG 15 IU mL-1, for 36 h, 

then, fertilized with 2 μL of semen (4 x 106 sperm mL-1) in Fertil TALP medium for 12 h and cultivated 

in SOF medium for 48 h. A higher percentage (P ≤ 0.05) of metaphase II oocytes was obtained: 46.9% 

in T3, 41.0% in T2 versus T1. A higher rate (P ≤ 0.05) of cleavage was found (2 to 8 cells at 48 h of 

culture): 22.4% in T3, 17.8% in T2 compared to T1. It is concluded that FSH, LH gonadotropins 

positively affect in vitro oocyte maturation, having an impact on the cleavage embryos of alpaca. 

 

Key words: embryonic division, gonadotropin, metaphase, oocyte and Vicugna pacos. 
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INTRODUCCIÓN 

Los camélidos sudamericanos juegan un rol social y económico en el Perú, Bolivia, Chile y Argentina. 

No solo se encuentran en estos países, sino se extendieron por todo el mundo en los últimos años, 

principalmente las alpacas y llamas,  por la producción de fibra de alta calidad  y como animales de 

compañía (Sumar, 2007; Aba, 2014). La fertilidad cada vez es afectada; alrededor del 20% de las 

alpacas no preñan después del apareamiento (Brown, 2000), el intervalo entre partos es largo, se 

obtienen pocas crías durante su vida reproductiva. Además, el mejoramiento genético para obtener 

animales de alta calidad requiere de varios años, por tanto, hay necesidad de acortar los tiempos y 

mejorar las dificultades de fertilidad de alpacas a través del uso de biotecnologías reproductivas como 

una alternativa. 

La producción de embriones in vitro  es una opción  para lograr progreso genético en menor tiempo; 

sin embargo, esta aún no es eficiente en camélidos, avanza lentamente frente a otras especies 

tradicionales (Tibary et al., 2005), por lo que se encuentran en etapas iniciales (Leisinger et al., 2014). 

Los factores que limitan el resultado óptimo de la producción de embriones in vitro  son varios (Tibary 

et al., 2005), los medios de cultivo juegan un papel esencial en cada etapa de cultivo, fundamentalmente 

durante la maduración de ovocitos. El efecto de las gonadotropinas y su importancia en la maduración 

de ovocitos, fertilización y el desarrollo temprano del embrión siguen siendo controversiales (Chian et 

al., 2003). 

El fundamento de utilizar FSH y LH en la maduración in vitro, se basa en el mecanismo de acción que 

ocurre in vivo; sin embargo, probablemente sean diferentes. En el bovino Yak, la adición de FSH al 

medio de maduración in vitro tuvo mayor efecto sobre aumento de niveles de expresión de mRNA de 

RFSH y RLH (Xiao et al., 2014). En ovinos, durante la maduración in vitro de ovocitos, los niveles de 

expresión de los mARN y las proteínas de RFSH en los complejos cúmulo – ovocito tratados con FSH 

fueron más elevados que en los grupos tratados con LH (Wei et al., 2018).  Las tasas de maduración in 

vitro de ovocitos son menores, cuando no se usa gonadotropinas en medio de maduración (Galli y Moor, 

1991; Salgado et al., 2010; Wang et al., 2013), la administración conjunta de suplementos de rFSH, rLH 

en medio de maduración in vitro mejora el desarrollo embrionario, tanto en ovocitos bovinos, humanos  

y murinos,   eleva el número de ovocitos maduros hasta los eventos iniciales embrionarios (Anderiesz 

et al., 2000).  

Existe antecedentes sobre maduración in vitro de ovocitos de alpaca en metafase II donde 

suplementaron gonadotropinas, en mayoría utilizando dosis única y a diferentes tiempos de 

maduración, reportándose:  42.9% (Huanca et al., 2010); 34.3 y 37.9% (Leisinger et al., 2014); 47.9% 

(Arriaga et al., 2014); 71.2 y 74.2%  (Pacompia, 2017); 68.5 y 75.3% (Huanca et al., 2014); 65.1% 

(Ruiz et al., 2017); 64.9 y 53.8% (Condori et al., 2010) de maduración. También hay antecedentes 

sobre tasa de clivaje de embriones de alpaca 15.4% (Huanca et al., 2010); 15.6 y 19.8% (Huanca et al., 

2014). 33.1%  (Condori et al., 2010). 27.1%  (Gamarra et al., 2008); 79.3% (Ruiz et al., 2017) de 

clivaje. Sin embargo, las informaciones del uso de diversas concentraciones de FSH y LH son pocas. 

Por las consideraciones mencionadas, se planteó el presente estudio con el objetivo de evaluar la 

maduración de ovocitos in vitro y el clivaje de embriones de alpaca, mediante la suplementación de 

diversas dosis de FSH, LH y eCG en medio de maduración. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

El experimento se realizó en el Laboratorio de Fertilización in vitro del Centro de Investigación y 

Producción Quimsachata  de la Estación Experimental ILLPA Puno, del  Instituto Nacional de 

Innovación Agraria (INIA), ubicado a 15°47'42.6"  Latitud Sur; S 70°37'25.2" Longitud Oeste, a 4153 

m de altitud (Google, 2018). Pertenece a zona agroecológica de puna seca (Cárdenas et al., 1015), 

caracterizada por épocas lluviosa y seca, con temperatura promedio anual  7 °C  (3 °C de mayo a Julio, 

15 °C entre setiembre y diciembre) y con precipitación pluvial anual 400 a 688 mm (Huanca et al., 

2007). 

Se utilizaron ovocitos de alpacas Huacaya adultas no preñadas, de categoría A y B (n = 248), para la 

maduración in vitro suplementados con gonadotropinas: Hormona Folículo Estimulante FSH 

(Folltropin-V; Bioniche Animal Health, Canada), Hormona Luteinizante LH (Sigma), Gonadotropina 

Coriónica Equina eCG (Folligon®, MSD). Se formaron tres grupos de tratamientos (T) con cinco 

repeticiones, T1: eCG 15 UI mL-1  sin FSH y LH; T2: FSH 0.25 μg mL -1  + LH 2.5 μg mL -1  sin eCG; 

T3: FSH 0.25 μg mL -1  + LH 2.5 μg mL -1  +  eCG 15 UI mL-1, en el que se distribuyeron ovocitos 

recuperados al azar en diferentes momentos  para la maduración de ovocitos in vitro.  

Todos los químicos y reactivos que se utilizaron en el experimento fueron del laboratorio Sigma, salvo 

se mencione lo contrario. 

Obtención de ovarios y transporte 

Los ovarios se obtuvieron de centros de beneficio de alpacas de Santa Lucía, Ayaviri y Nuñoa del 

departamento de Puno, Perú. Se retiraron los ovarios del tracto reproductivo de las alpacas, dentro de 

los 15 min posteriores al degüello. El transporte de ovarios se realizó según descrito por Huanca et al. 

(Huanca et al., 2014) con algunas modificaciones que consistió  en colocar los ovarios en un termo 

conteniendo cloruro de sodio al 0.9%, suplementado con penicilina 100000 UI, 100 mg de 

estreptomicina,  250 µg de anfotericina B por litro, se mantuvieron a temperatura entre 35 a 37 °C y 

transportados al laboratorio entre 6 a 8 h. 

Recuperación y evaluación de ovocitos 

En el laboratorio, los ovarios fueron colocados en un vaso precipitado de 500 mL que contenía cloruro 

de sodio al 0.9% con los mismos componentes del transporte, se mantuvieron en baño María a 37 °C. 

Seguidamente se realizó el lavado de los ovarios, dos a tres veces con solución salina hasta eliminar 

restos de sangre, luego se retiró el mesovario y mesosálpinx. 

Sobre una platina térmica a 37 °C, se realizó la recuperación de ovocitos (n = 2910) mediante corte 

folicular según descrito por  Arriaga et al. (Arriaga et al., 2014) con ciertas modificaciones que consistió 

en seccionar folículos de 2 a 6 mm de diámetro aproximadamente, luego con  ligera presión al folículo 

el contenido folicular se recuperó a una placa Petri que contenía fosfato buffer salino (PBS) 

suplementado con albúmina sérica bovina (BSA) al 2%. Con uso de estereomicroscopio (Meiji Techno) 

a 2x o 4x con platina temperada a 37 °C, utilizando micropipetas de 0.2 a 10 µL, se aspiraron el complejo 

cúmulo – ovocito y se colocaron en gotas de PBS + BSA en las que se lavaron en cuatro gotas sucesivas. 

La evaluación de los ovocitos se realizó según las características morfológicas, de acuerdo a la 

descripción de (Hawk y Wall, 1994), clasificando en tres tipos de ovocitos:  categoría A: calidad buena; 
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categoría B: calidad intermedia; categoría C: rechazados. Luego de la clasificación, los ovocitos se 

colocaron en cuatro gotas sucesivas de medio de maduración TCM – 199 y luego se transfirieron a 

placas donde contenían las gotas de medio de maduración. 

Maduración in vitro de ovocitos 

La maduración de ovocitos se realizó de acuerdo a lo descrito por Ratto et al. (2005) con algunas 

modificaciones. Se utilizó ovocitos de categoría A y B, estos se colocaron en grupos de 8 a 16 ovocitos 

en gotas de 80 µL de medio de maduración, en placas Petri de 30 x 15 mm cubiertos con aceite de 

mineral. La maduración se realizó  en incubadora de CO2 mantenidos con 6.1% de CO2; 5% de O2; a 

38.5 °C  con alta humedad similar al que usó Leisinger et al. (2014) durante 36 h. Las placas de cultivo 

con medio de maduración se colocaron al menos 2 h antes de colocar los ovocitos dentro de la cámara 

de CO2. 

El medio de maduración estuvo compuesto por TCM – 199  con 10 mM HEPES, 2.0 mM NaHC03 

suplementado con 10% de suero fetal bovino, 0.2 mM de piruvato de sodio, 0.6 mM de cisteína, 0.25 

mM de glutamina,  10 ng mL-1 de EGF; 1 ug mL-1  de 17 β estradiol, FSH (0.25; 0.50 µg mL-1), LH (2.5; 

5 µg mL-1), eCG (5; 15 UI mL-1), 50 µg mL-1  de gentamicina. 

Luego de 36 h de incubación de ovocitos, aproximadamente un tercio de ovocitos fueron fijados con 

etanol / ácido acético para su posterior evaluación de maduración, el resto de los ovocitos se destinaron 

a fertilización in vitro. 

Evaluación de la maduración in vitro de ovocitos  

La maduración de ovocitos se evaluó según la morfología del estado nuclear según descrito por Ruiz et 

al., ( 2017) con modificaciones, donde los ovocitos incubados por 36 h en cámara de CO2 fueron 

retirados y colocados en gotas de PBS, luego, transferidos a viales de 0.5 mL que contenía PBS, 

seguidamente, fueron vorterizados a 1800 rpm por 3 min, con la finalidad de retirar las capas del 

cúmulos del ovocito. Posteriormente, los ovocitos vorterizados nuevamente fueron lavados en gotas de 

PBS para luego ser colocados en viales que contenía la solución fijadora compuesta por ácido acético / 

etanol (1: 3) por 48 h. 

La tinción se realizó según descrito por Huanca et al., (2014) con algunas modificaciones. Se colocaron 

5 a 10 ovocitos por lámina portaobjeto, cubiertos con el cubreobjeto sujeto en las cuatro puntas con 

vaselina. Se ejerció una ligera presión sobre el cubreobjeto hasta entrar en contacto con los ovocitos, 

evitando dañarlos. Se agregó la tinción de Lacmoid al 2% por capilaridad, luego de 20 min 

aproximadamente se evaluó utilizando microscopio a objetivo 100 x.  Los ovocitos fueron clasificados 

según descrito por Ratto et al., (2005), como vesícula germinal,  vesícula  germinal rota, metafase I, 

metafase II, degenerados. Se consideró ovocito maduro nuclearmente cuando se alcanzó a la etapa de 

metafase II. 

Obtención y capacitación de espermatozoides 

La colección del semen de alpaca se realizó con maniquí acondicionada con vagina artificial según 

utilizado por Bravo et al., (1997) con modificaciones. Se utilizaron dos alpacas machos adultos de 

fertilidad conocida. El macho se mantuvo montado al maniquí alrededor de 15 a 25 min. El semen 

colectado se mantuvo en baño María a 37 °C, luego, fue evaluado macro y microscópicamente y diluido 
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con dilutor comercial OptiXcell (Agua bidestilada 2: dilutor 1), la dilución del semen fue a 

concentración  de 4 x 106 espermatozoides por mL (Conde et al., 2008). Conocida la viabilidad del 

espermatozoide se utilizó para la inseminación in vitro. La evaluación de la motilidad se realizó en cada 

colección, constituyéndose como patrón para el uso del semen para la fertilización in vitro. 

La capacitación espermática se realizó mediante la técnica de Gradiente de Percoll discontinuo (Percoll 

45 y 22.5%) utilizado por Arriaga et al.,  (2014) con ciertas modificaciones que consistió, en colocar un 

tubo cónico de 15 mL dentro del baño María a 37 °C, al que se colocó lentamente 500 µL de Percoll al 

45% seguido de otra cantidad igual de Percoll al 22.5%, luego se colocó semen diluido 500 µL. En 

seguida, se centrifugó a 2500 rpm durante 10 min, luego se eliminó el sobrenadante y se resuspendió 

con 1000 µL de medio TALP- Sperm al que se adicionó 40 µL de PHE (2 mM Penicilamina, 1 mM 

Hipotaurina y 250 mM Epinefrina), más 10 µg mL-1 de heparina, seguidamente se centrifugó a 1500 

rpm durante 5 min. El sobrenadante se eliminó y se adicionó 1000 µL de Fertil - TALP, luego, se 

homogenizó y se mantuvo a 37 °C hasta su utilización. 

El medio TALP - Sperm  se preparó con los componentes utilizados por  Bavister et al. (1977) 

compuesto por: 100 mM NaCl;  2 mM CaCl2. 2H2O, 3.1 mM KCl, 0.4 mM MgCl2.6H20, 0.3 mM 

NaH2PO4.H20, 21.6 mM lactato de Na, 1 mM piruvato de Na, 25 mM NaHCO3, 10 mM HEPES, 0.6% 

(p/v) BSA fracción V, 25 µg mL-1 de gentamicina. 

Fertilización in vitro  

El complejo cúmulo ovocito madurados in vitro en nueve grupos, después de 36 h de maduración, fueron 

lavados con medio de fertilización Fertil - TALP cuatro veces, luego fueron colocados entre 10 a 30 

ovocitos en gotas de 50 µL de Fertil - TALP, en seguida, fueron inseminados con 2 µL de suspensión 

de espermatozoides capacitados (concentración de 4 x 106 espermatozoides mL-1, 25% de motilidad). 

La co-incubación fue durante 12h en la cámara de CO2 mantenidos con 6.1% de CO2, 5% de O2, a 38.5 

°C con alta humedad.  

El medio Fertil - TALP se preparó con los componentes utilizados por  Bavister et al. (1977) compuesto 

por: 114 mM NaCl, 3.2 mM KCl, 2 mM CaCl2. 2H2O, 0.5 mM MgCl2.6H20, 0.4 NaH2PO4.H20, 11 mM 

lactato de Na, 0.2 mM Piruvato de Na, 25 mM NaHCO3, 0.6% (p/v) BSA libre ácidos grasos, 25 µg mL-

1 de gentamicina. 

Clivaje de embriones después de la maduración in vitro de ovocitos con gonadotropinas 

Los presuntos cigotos fueron lavados con medio Fluido Ovidultal Sintético (SOF), luego fueron 

cultivados en 500 µL de SOF, entre 25 a 50 presuntos cigotos durante 48 h en incubadora de CO2 

mantenidos con 6.1% de CO2, 5% de O2, a 38.5 °C con alta humedad.  

El medio SOF se preparó con los componentes utilizados por  Holm et al. (1999) con ligera modificación 

compuesto por: 107.7 mM NaCl, 7.2 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4,  25.0 mM NaHCO3, 1.5 mM MgSO4, 

10 µg mL-1 rojo fenol, 1.8 mM CaCl2.2HO, 0.5 mM MgCl2.6H20,   5.4 mM DL-lactato de Na, 7.3 mM 

piruvato de Na,  0.2 mM L-glutamina,  3 mg mL-1 BSA fracción V, 45 µL mL-1 BEN aminoácidos 

esenciales, 5 µL mL-1 MEN aminoácidos no esenciales, 10  ng mL-1  EGF, 0.3 mM ácido cítrico, 2.8 

mM Myo-inositol, 2% de SFB, 50 µg mL-1 gentamicina. 
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La evaluación de la división embrionaria se realizó observando las características morfológicas del 

embrión utilizando el estereomicroscopio. La división de células se expresó como tasa de clivaje de 2 a 

8 células (cantidad de embriones divididos sobre cantidad de presuntos ovocitos madurados) evaluados 

a 48 h (Día 0 = día de la fertilización). 

Los datos obtenidos de la maduración nuclear del ovocito y del desarrollo embrionario, fueron 

analizados en base a las transformaciones y según variables a raíz cuadrada y valores angulares, luego, 

se realizó el análisis de varianza y se utilizó el procedimiento Modelo Lineal Generalizado (GLM) del 

Sistema de Análisis Estadístico (SAS v 9.4). Para comparar las diferencias entre grupos se usó la prueba 

de Bonferroni. Los resultados fueron considerados significativos cuando P ≤ 0.05. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Maduración nuclear en metafase II de ovocitos 

Los resultados de maduración in vitro de ovocitos de alpaca se muestran en la Tabla 1, se obtuvo mayor 

(P ≤ 0.05) porcentaje de maduración de ovocitos en metafase II en los tratamientos suplementados con 

FSH 0.25 µg mL-1 + LH 2.5 µg mL-1 + eCG 0 o 15 UI mL-1 versus tratamiento eCG 15 UI mL-1 sin FSH 

y LH. 

El porcentaje de ovocitos con vesícula germinal entre los diferentes grupos de tratamiento fueron 

similares (P > 0.05). Se encontró mayor (P ≤ 0.05) porcentaje de ovocitos con vesícula germinal rota en 

los tratamientos FSH 0.25 µg mL-1 + LH 2.5 µg mL-1 + eCG 0 o 15 UI mL-1 en contraste al tratamiento 

eCG 15 UI mL-1 sin FSH y LH. El porcentaje de metafase I de ovocitos entre los tratamientos fueron 

similares (P > 0.05). Hubo menor (P ≤ 0.05) cantidad de ovocitos degenerados en los tratamientos FSH 

0.25 µg mL-1 + LH 2.5 µg mL-1 + eCG 0 o 15 UI mL-1 en comparación con el tratamiento sin FSH y LH 

con eCG 15 UI mL-1. 

Tabla 1. Porcentaje de maduración in vitro de ovocitos, utilizando FSH, LH y eCG, y tasa de clivaje de 

embriones en alpacas (réplicas = 5). 

(µg mL
-1

) (µg mL
-1

) (UI mL
-1

)

0 0 15 84 4 ( 4.8% ) 33 ( 39.3% )
a

8 ( 9.5% )
a

7 ( 8.3% )
a

32 ( 38.1% )
a

171 7 ( 4.1% )
a

0.25 2.5 0 83 6 ( 7.2% ) 20 ( 24.1% )
b

11 ( 13.3% )
a

34 ( 41.0% )
b

12 ( 14.5% )
b

163 29 ( 17.8% )
b

0.25 2.5 15 81 6 ( 7.4% ) 16 ( 19.8% )
b

11 ( 13.6% )
a

38 ( 46.9% )
b

10 ( 12.3% )
b

156 35 ( 22.4% )
b

DG

Tratamiento

Ovocitos

Etapa de maduración nuclear
Presuntos 

cigotos

Clivaje

FSH LH eCG
Número de ovocitos (%)

Número de 

embriones (%)n n
GV GVBD MI MII

GV: vesícula germinal, GVBD: vesícula germinal rota, MI: metafase I, MII: metafase II, DG: degenerado. 

Superíndices de letras diferentes dentro de la misma columna expresan diferencia (P ≤ 0.05). 

 

En el presente estudio, la suplementación conjunta de FSH, LH tuvo un efecto favorable sobre la 

maduración meiótica de ovocitos. La dosis de 0.25 µg mL-1 de FSH + 2.5 µg mL-1 de LH con o sin uso 

de eCG tuvieron mayores porcentajes (41.0 y 46.9%) de maduración in vitro de ovocitos de alpaca en 
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metafase II que el tratamiento que usó eCG 15 UI mL-1 sin FSH y LH. Estos resultados son similares a 

los reportes de porcentajes de maduración de ovocitos en metafase II de alpacas: 42.9%  para 34 h de 

maduración con 0.5 µg mL-1 de FSH más 10 µg mL-1 de hCG (Huanca et al., 2010); 34.3 y 37.9% para 

alpacas jóvenes y adultas, utilizando 15 ng µL-1 de FSH, 1 µg µL-1 de LH (Leisinger et al., 2014); 47.9% 

con suplemento de FSH durante 20 h completándose las otras 20 h sin FSH (Arriaga et al., 2014). 49.2% 

en cultivo  expuesto 21 h con FSH más 21 h sin FSH,  donde utilizaron 0.5 μg mL-1 de FSH más 10 μg 

mL-1 de hCG en medio de maduración in vitro (Condori et al., 2010); También son similares a los 

reportes de porcentajes de maduración in vitro de ovocitos en llamas: 52%, suplementados con 5 μg mL-

1 de FSH, 10 μg mL-1 de LH (Sansinena et al., 2003); 

En esta investigación el efecto favorable de gonadotropinas sobre la maduración in vitro de complejos 

cúmulo ovocito en alpacas, probablemente se debería a las expresiones de mRNAs de los receptores de 

FSH y LH en los que estas gonadotropinas actuarían en el complejo cúmulo ovocito, luego 

desencadenarían las secuencias de eventos moleculares que favorecerían la reanudación meiótica del 

ovocito hasta la progresión a metafase II.  La FSH y LH tienen receptores en las células del cúmulos del 

ovocito, en cultivo in vitro se identificó la presencia de mRNA para los FSHR en ovocitos bovinos 

(Chian et al., 2003). La FSH fue más efectiva que la LH en la maduración in vitro de ovocitos de yak, 

debido a que en los complejo cúmulo ovocito hubo niveles más altos de receptores de FSH que de LH; 

por tanto, la adición de FSH al medio de maduración in vitro tuvo mayor efecto sobre el aumento de 

niveles de expresión del mRNA del RFSH y RLH versus suplementación de LH (Xiao et al., 2014). 

Los resultados de los tratamientos 0.25 µg mL-1 de FSH + 2.5 µg mL-1 de LH con o sin uso de eCG, 

encontrados en el presente estudio sobre maduración in vitro de ovocitos de alpaca en metafase II (41.0 

y 46.9%) son mayores que los resultados informados por Del Campo et al. (1994), quienes reportaron 

30.4% de maduración in vitro de ovocitos de llamas en metafase II, a 30 h de cultivo,  suplementados 

con 0.5 µg mL-1 de FSH, 5 µg mL-1 de LH.  Esta diferencia probablemente se atribuya a la composición 

del medio de maduración, dado que en el presente experimento el medio se suplementó con cisteína, 

glutamina y EGF. Se informó que la adición de cisteína 0.3 mM al medio de fertilización mejora las 

tasas de fertilización in vitro y favorece el progreso embrionario hasta la etapa de blastocisto de los 

ovocitos de búfalo (Abu-El et al., 2017). La LH actúa a través de las células del cúmulo para aumentar 

el metabolismo de la glutamina dentro de ovocitos rodeados de células del cúmulo intactas y en ovocitos 

maduros denudados; es probable que esto represente un medio por el cual la LH mejora la calidad de 

ovocitos durante el proceso de maduración in vitro. Se demostró que el EGF facilita la maduración in 

vitro de los ovocitos de oveja y mejora la capacidad del embrión para un mayor desarrollo (Yong et al., 

2017).  

Las tasas de maduración in vitro de ovocitos de alpaca en metafase II (41.0 y 46.9%) encontrados en el 

presente estudio, son inferiores a otros reportes en alpacas donde utilizaron gonadotropinas en medio de 

maduración in vitro de ovocitos: 71.2 y 74.2%  para concentraciones 1:5 (FSH : LH) y 2:10 (FSH : LH) 

(Pacompia, 2017); 68.5 y 75.3% para 38 y 42 h de maduración,  en el que utilizaron 0.5 µg mL-1 de 

FSH, 10 µg mL-1 de hCG (Huanca et al., 2014); 65.1% después de 32 h  de cultivo, al suplementar con 

5 µg mL-1 de FSH, (Ruiz et al., 2017); 64.9 y 53.8% en cultivo  expuesto con FSH por 42 h y 21 h sin 

FSH más 21 h con FSH,  donde utilizaron 0.5 μg mL-1 de FSH más 10 μg mL-1 de hCG en medio de 

maduración in vitro (Condori et al., 2010). También son inferiores los resultados del presente 

experimento a los reportes en llamas: 77.7, 80.6 y 80.4% para 28, 30 y 36 h de maduración, donde 

usaron 0.5 µg mL-1 de FSH (Ratto et al., 2005); 70.2  y 70.5%  para 36 y 42 h de maduración, en el que  

suplementaron con 0.02 unidades mL-1 de FSH  (Ayuque et al., 2014).  
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Las tasas inferiores de maduración in vitro de ovocitos de alpaca encontradas en el presente estudio 

versus otros estudios, probablemente se atribuyan a las concentraciones de dosis de las gonadotropinas, 

dado que en el presente estudio se utilizó hasta 0.5 μg mL-1 de FSH más 5 µg mL-1 de LH como dosis 

máxima. Se reportan altas tasas de maduración de ovocitos de llamas cuando utilizaron mayor dosis de 

gonadotropinas 5 µg mL-1 de FSH más 10 µg mL-1 de LH: 77% (Sansinena et al., 2007). Aunque, al 

suplementar con FSH  0.5 µg mL-1, obtuvieron 65.1% de maduración ovocitos de alpaca en metafase II 

(Ruiz et al., 2017). En combinación con análogos de hormonas como hCG obtuvieron 68.5 y 75.3% de 

tasa de maduración in vitro de ovocitos de alpaca,  al usar 0.5 µg mL-1 de FSH, 10 µg mL-1 de hCG 

(Huanca et al., 2014). Es difícil determinar la dosis de gonadotropinas y/o hCG que se utilizará, 

especialmente en caso de protocolos combinados, para proporcionar un beneficio óptimo de maduración 

de ovocitos (Wang et al., 2013). Otro factor que podría haber influido probablemente sea el ambiente 

de cultivo de ovocitos, dado que en otras investigaciones utilizaron 5% de oxígeno, 5% de C02 y máxima 

humedad a 38 a 39 °C; en cambio en el presente estudio se utilizó 6% de tensión de oxígeno, 6.1% de 

CO2 a 38.5 °C, similar a los reportes de Leisinger et al. (2014), quienes usaron 6% de CO2, 100% de 

humedad a 38 °C en la incubación de ovocitos de alpaca. Sin embargo, la tensión de oxígeno (5 vs. 20%) 

durante el cultivo de embriones no influyeron en la tasa de formación de blastocitos durante la 

producción in vitro de embriones de alpaca (Ruiz et al., 2017).  

En el presente experimento, el efecto de la eCG no fue significativo (P > 0.05), al utilizar 0 o 15 UI mL 
-1 de eCG + 0.25 µg mL -1 de FSH + 2.5 µg mL -1 de LH sobre el porcentaje de ovocitos de alpaca 

madurados in vitro. Wei et al. (2016) reportaron 36.5% (sin eCG ni FSH); 45.8% (eCG: 5 µg mL-1); 

46.4% (eCG: 10 µg mL-1); 51.7% (eCG: 20 µg mL-1); 48.5% (FSH: 10 UI mL-1) de maduración in vitro 

de ovocitos de oveja por grupo de tratamiento, respectivamente. También en cabras, la suplementación 

de 20 UI mL-1 de eCG en medio de maduración aumentó significativamente la velocidad de maduración 

de ovocitos de cabras, por lo que se podría utilizar en protocolos de maduración in vitro (Kouamo et al., 

2017). La eCG tiene actividad como FSH y LH en especies distintas a la equina; esta se une a los 

receptores de FSH prácticamente en todas las especies de mamíferos, además del equino, en el que se 

ha probado y produce efectos biológicos similares a la FSH; posee una interacción similar y potente con 

los receptores de LH (Murphy y Martinuk, 1991). Sin embargo, la eficacia real de la eCG durante la 

maduración in vitro de ovocitos aún debe examinarse en detalle. Todavía no está claro los factores que 

afectan la maduración in vitro de ovocitos de alpacas.  

Clivaje de embriones después de la maduración in vitro de ovocitos con gonadotropinas 

Los resultados del clivaje se muestran en la Tabla 1.  Se encontró mayor (P ≤ 0.05) tasa de clivaje de 

embriones en los tratamientos FSH 0.25 µg mL-1 + LH 2.5 µg mL-1 + eCG 0 o 15 UI mL-1 que el 

tratamiento eCG 15 UI mL-1 sin FSH y LH.  

Las mayores tasas de clivaje de 2 a 8 células (17.8  y 22.4%) correspondiente a tratamientos FSH 0.25 

µg mL-1 + LH 2.5 µg mL-1 +  eCG 0 o 15 UI mL-1, encontrados en el presente estudio, son similares a 

los informes de Huanca et al. (2010), quienes reportaron 15.4% de clivaje procedentes de ovocitos de 

alpaca madurados in vitro durante 38 h en medio suplementado con 0.5 μg mL-1 de FSH, 10 μg mL-1 de 

hCG. A las 72 h de cultivo de embriones, las tasas de clivaje fueron 15.6 y 19.8% para 38 y 42 h de 

maduración in vitro de ovocitos de alpaca suplementadas con 0.5 μg mL-1 de FSH, 10 μg mL-1 de hCG 

(Huanca et al., 2014). En llamas, el primer reporte de embriones producidos in vitro fue informado por 

Del Campo et al., (1994), quienes reportaron 15.8% de división de células embrionarias (2 a 16 células). 

Sin embargo, son menores las tasas de clivaje encontrados en el presente experimento frente a los 

estudios de Condori et al., (2010), quienes reportaron 33.1% de tasa de división embrionaria para 
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exposición de FSH durante la maduración in vitro de ovocitos de alpaca, por 21 h sin FSH más 21 h con 

FSH; utilizaron 0.5 μg mL-1 de FSH más 10 μg mL-1 de hCG en medio de maduración. Gamarra et al. 

(2008) reportaron 27.1% de tasa de división embrionaria a 72 h cultivados en medio SOFaa después de 

la fertilización de ovocitos de alpaca madurados in vitro con suplemento de FSH, LH. También, Ruiz et 

al. (2017) obtuvieron 79.3% de tasa de clivaje (2 a 8 células) a 48 h de cultivo, los ovocitos de alpaca 

fueron madurados in vitro  con 0.5 µg mL-1 de FSH.  

Las diferencias de las tasas de clivaje encontradas en el presente estudio versus resto de los reportes 

donde obtuvieron mayores y menores tasas de clivaje de embriones, probablemente se debe a los mismos 

factores descritos para la maduración in vitro de ovocitos de alpacas, porque son experimentos 

subsecuentes con las mismas muestras, el medio fertilización y el medio de cultivo de embriones fueron 

los mismos para todos los tratamientos. Las gonadotropinas suplementadas durante la maduración in 

vitro de ovocitos probablemente afectarían las expresiones de mRNA de los receptores de FSH y LH, 

desencadenando reacciones moleculares para la maduración de ovocitos. Las mayores tasas de clivaje 

encontrados en el presente estudio, proceden de los tratamientos de mayores dosis de FSH y LH 

suplementados en medio maduración. 

Las diferencias de tasa de clivaje mayores o menores respecto a los resultados del presente experimento, 

también podrían ser afectados por el medio de fertilización, medio de cultivo de embriones, tiempo de 

cocultivo de espermatozoides con el ovocito, factores de cultivo, experticia del técnico entre otros 

factores. Las diferencias entre los diversos medios de cultivo pueden atribuirse a la composición de los 

medios a las diferencias en su concentración iónica (Farag et al., 2013). Las condiciones óptimas para 

maduración y fertilización in vitro aún deben determinarse (Del Campo et al., 1994). 

CONCLUSIONES 

Las gonadotropinas influyen en la maduración nuclear en metafase II de ovocitos, como también en el 

clivaje in vitro de embriones de alpaca. 
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