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RESUMEN 

 

 

El objetivo del estudio fue comparar el desarrollo embrionario temprano in vitro de 

alpacas a través de un sistema continuo y convencional durante 168 horas pos 

fecundación. Se obtuvieron 224 ovarios de alpacas beneficiadas. Los complejos cúmulo-

ovocito (COCs) se aspiraron de folículos entre 3mm a 7mm. Posteriormente se 

seleccionaron los COCS de grado I, II y III considerando el número de capas de células 

del cumulus; éstos a su vez se dividieron aleatoriamente en dos grupos. Grupo 1 para 

sistema continuo y grupo 2 para sistema convencional; en ambos sistemas la incubación 

se realizó a una temperatura de 38.5 °C, y 5% de CO2. Se utilizó un medio comercial para 

la fertilización in vitro Stroebech Media® de un solo paso, por un tiempo de 26h para la 

maduración de COCs.  La fecundación in vitro fue con espermatozoides de la cola del 

epidídimo.  Los ovocitos fecundados fueron evaluados por tres tiempos diferentes, 48h, 

120h, y 168h. Los datos analizados a las 48h fueron similares 25.98% versus 27.07% para 

2 a 4 células y embriones > 4 células 7.85% versus 8.86% en los sistemas continuo y 

convencional (p>0.05).  En 120h de embriones con 8 células 23.21% versus 21.91% y 

mórulas 39.28%, versus 45.20% de sistemas continuo y convencional (p>0.05). Y 168h 

de calidad embrionaria fue 25.71% frente a 34.69% de excelentes, 18.57% frente a 

20.40% buenos, 8.57% frente a 8.16% regulares, 5.7% frente a 2.04% malos por sistema 

continuo y convencional (p>0.05). Conclusión estas evidencias sugieren que la 

producción embrionaria in vitro se puede realizar en sistema continuo o sistema 

convencional. 

 

 

 

 

Palabras claves: Cultivo celular, fertilización in vitro, embriones, Alpaca.
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ABSTRACT 

 

The early in-vitro embryonic development of alpacas was compared under two systems of 

culture: Continuous and Conventional.  Two hundred and twenty-four ovaries were 

collected from alpacas from the Sicuani slaughterhouse and cultured at the Embryology 

laboratory of the School of Veterinary Medicine, Cusco San Antonio Abad University. The 

COCs were aspirated using a 10 mL syringe and graded into Grades I, II, and III.  They 

were randomly assigned to continuous or conventional culture systems.  Both methods used 

a 5% CO2 and cultured at 38.5 ℃.  In vitro inseminated oocytes were evaluated at three 

times: 48, 120, and 168 hours.  Data were analyzed using the Kruskal-Wallis method.  Two 

to four cells segmented oocytes were 25.9 and 27.1% for continuous and conventional 

incubation, respectively.  More than five cells segmented oocytes were present, 8.9 and 7.8 

for continuous and conventional incubation.  Eight cells and morula embryos were 21.9 and 

45.2% (P≥0.05) for continuous and conventional culture systems, respectively.  Embryo 

quality was excellent, 34.7%, good, 20.4%, 8.2% regular, and 2% poor for the conventional 

method.   For the continuous method was 25.7, 18.6, 8.6, and 5.7%, respectively.  The 

segmentation, morulae, and blastocyst rates were similar for the conventional and 

continuous systems of culture.   

 

 

 

 

Keywords: Cell culture, in vitro fertilization, embryos, Alpaca
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INTRODUCCIÓN 

 

Existen alrededor de 7,5 millones de camélidos sudamericanos (CSA) también 

denominado camélidos del Nuevo Mundo en América del Sur que están agrupadas en 

cuatros especies: llama (Lama glama), alpaca (Vicugna pacos) que son especies 

domésticas, guanaco (Lama guanicoe), vicuña (Vicugna vicugna) estas dos últimas 

especies son silvestres, (Fowler y Bravo, 2010; Quispe et al., 2009). Se encuentran 

distribuidas en las cordilleras de los países como Ecuador, Bolivia, Argentina, Chile y 

Perú. Perú está en el primer lugar en ocupar esta posición en el cuidado y pastoreo 

principalmente de las alpacas (Quispe et al., 2009) con una población de 3,7 millones, 

que se encuentran entre Puno, Cusco, Arequipa, Junín, Huancavelica y Ayacucho donde 

Cusco se ubica en la segunda región en producir 546 mil alpacas (MINAGRI, 2018; 

Contreras et al., 2014; Ruiz, 2022) por las zonas alto andinas. Son las únicas especies en 

adaptarse a climas entre 3000 a 5000 m.s.n.m que otras especies domesticas (ovinos, 

vacunos), las extensas áreas de hierbas nativas son aprovechados por las alpacas como 

alimentos de calidad, pero con suelos pobres lo que limita la agricultura (Fowler y Bravo; 

2010; Contreras et al., 2014). El manejo de alpacas son una actividad muy importante por 

su alta calidad de fibra y carne que repercute en el desarrollo de las comunidades pobres 

y del país en el ámbito socio económico (Contreras et al., 2014; Fowler y Bravo; 2010). 

 

La producción in vitro de embriones (PIV) o la FIV es una serie de biotecnologías, que 

van desde la obtención de ovocitos, maduración in vitro (MIV) de los ovocitos, la 

fertilización in vitro (FIV) o la inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) 

hasta la clonación de animales, y cultivo embrionario in vitro (CIV) se han desarrollado 

y mejorado continuamente durante las últimas décadas a través de estudios en animales y 

humanos (Wang y Sun, 2007; Tribulo y Tribulo, 2021; Ressaissi et al., 2021). Con 

equipos o sistemas de incubación que intervienen en el desarrollo y calidad del embrión 

producidos in vitro (Gou et al., 2022; Armstrong et al., 2018), actualmente se utilizan dos 

enfoques principales para el cultivo de embriones en el laboratorio de embriología: 

cultivo ininterrumpido con un equipo Time Lapse System (Biggers y Summers, 2008; 

Biggers, 1998; Chen et al., 2020) y, cultivo secuencial donde se utilizan incubadoras 

convencionales con un cambio obligatorio de ambiente al momento de evaluar el 

desarrollo embrionario (Summers y Biggers., 2003; Chen et al., 2020; Gardner y Lane, 

2002). Ambos sistemas establecen un ambiente que favorece el desarrollo embrionario 

(Mahdavinezhad et al., 2019; Chansel et al., 2023). 
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La evaluación del desarrollo y calidad embrionaria in vitro permite seleccionar embriones 

viables (Scott, 2002; Tibary et al., 2015; Tibary et al., 2005) aptos para la transferencia 

que con mayor probabilidad resulten en una preñez (Nasiri y Yazdi, 2015). Buscando un 

sistema de incubación in vitro adecuada para el proceso de desarrollo embrionario 

temprano en alpacas que permita una evaluación sin perjudicar su desarrollo, se pretende 

comparar la capacidad de obtención de embriones a través de dos sistemas de incubación: 

continuo y convencional o clásico. 
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CAPÍTULO I 

 

 

1. Problema de investigación 

 

Los CSA son especies con una limitada capacidad reproductiva, el tiempo de gestación 

es larga obteniendo una sola cría al año lo que limita el mejoramiento genético del rebaño 

(Huanca, 2022; Ruiz, 2022; Brown, 2000). Los avances biotecnológicos como la 

manipulación y producción in vitro e in vivo (Laines et al., 2021; Tibary et al., 2015; Ruiz, 

2022) permiten la obtención de crías genéticamente superiores a los padres (Arriaga et 

al., 2014). Pero en CSA principalmente en alpacas siguen siendo un desafío, en obtener 

embriones de excelente calidad debido a que no están consolidadas y tienen poca 

repetibilidad (Laines et al., 2021; Tibary et al., 2015; Ruiz, 2022) que en vacunos y ovinos 

(Ruiz, 2022). 

 

La evaluación y selección embrionaria para la transferencia es un paso crucial que 

depende de la evaluación morfológica del desarrollo embrionario desde la segmentación 

y su posterior división celular hasta alcanzar al estadio de mórulas y blastocisto. Hasta la 

fecha, los resultados obtenidos con respecto al desarrollo embrionario temprano son 

pobres, principalmente porque la calidad del blastocisto producido in vitro no es tan buena 

como la de los blastocistos producidos in vivo (Trasorras et al., 2017).  

 

La obtención y evaluación de embriones in vitro hasta el momento se realizan en un 

sistema clásico o sistema convencional que cosiste en un seguimiento y evaluación 

interrumpida (fuera de la incubadora) ocasionando cambios bruscos en su medio entorno, 

como la temperatura, gases (CO2), pH y humedad (Magata, 2023; Kovacs, 2014; Cívico 

et al., 2022) con muy pocos reportes acerca de FIV en alpacas (Sarzosa y Culcay, 2014, 

Ruiz, 2022). La introducción de incubadoras Time-Lapse System (TLS; sistema 

continuo) en los laboratorios de FIV permite la observación continua del desarrollo del 

embrión sin interrumpir las condiciones del medio de cultivo controladas y estables con 

imágenes instantáneas que podrían pasar por alto en las evaluaciones convencionales 

(Fryc et al., 2021; Zhan et al., 2016; Desai et al., 2018; Yang et al., 2018). 

 

A pesar de muchas investigaciones y artículos en especies (humanos, ratones, vacunos, 

ovinos (Fryc et al., 2021; Sugimura et al., 2012; Huayhua et al., 2023; Cívico et al., 2022), 

hasta el momento la diferencia entre sistema convencional y continuo aún no está tan 
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esclarecida de cuál es el mejor sistema en obtener embriones de excelente calidad (Cívico 

et al., 2022; Sugimura et al., 2012; Rocha et al., 2016). Por las razones hasta aquí descritas 

se pretende comparar la capacidad de obtención de embriones in vitro de alpacas a través 

de dos sistemas de incubación: continuo y convencional o clásico. 
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CAPÍTULO II 

 

Objetivos, Hipótesis y Justificación 

 

2.1. Objetivos 

 

2.1.1. Objetivo General 

 

Comparar el desarrollo embrionario temprano in vitro de alpacas a través de un sistema 

convencional y continuo durante 168 horas pos fecundación. 

 

2.1.2. Objetivos Específicos 

 

Evaluar el desarrollo embrionario in vitro de alpacas obtenidas bajo un sistema 

convencional y continuo y a las 48 horas pos fecundación. 

 

Evaluar el desarrollo embrionario in vitro de alpacas obtenidas bajo un sistema 

convencional y continuo      a las 120 horas pos fecundación. 

 

Evaluar el desarrollo embrionario in vitro de alpacas obtenidas bajo un sistema 

convencional y continuo a las 168 horas pos fecundación. 

 

2.2. Hipótesis de investigación 

 

H1: No existe diferencias significativas en el desarrollo embrionario temprano in 

vitro de alpacas por el sistema convencional y el sistema continúo evaluadas 

por 168 horas pos fecundación. 

H0: Existe diferencias significativas en el desarrollo embrionario temprano in vitro 

de alpacas por el sistema convencional y el sistema continúo evaluadas por 168 

horas pos fecundación. 

 

2.3. Justificación 

 

Los CSA representan un desarrollo potencial para las zonas alto andinas del Perú que se 

encuentran aisladas y pobres en regiones como Puno, Huancavelica, Junín, Arequipa, 

Ayacucho y Cusco (Huanca, 2022; Ruiz, 2022; Brown, 2000) y la aplicación de la 

biotecnología en la producción de embriones es una herramienta valiosa que interviene 
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en la calidad y cantidad genética del rebaño (Landeo et al., 2022; Trasorras y Miragaya, 

2016). En la producción de embriones tanto in vivo como in vitro, uno de los indicadores 

importantes de la calidad de un embrión son sus parámetros morfológicos que hoy en día 

existe una gran necesidad de evaluar el desarrollo embrionario temprano con un sistema 

que sea práctico, un método adecuado que no interfiera o altere la integridad del embrión 

(Stelletta et al., 2022).   

 

Es de gran importancia tener un sistema para la evaluación del desarrollo embrionario 

(Stelletta et al., 2022), que tenga una de las ventajas de no exponer al embrión o buscar 

un sistema con una mínima exposición fuera de la incubadora cuya capacidad del sistema 

sea de mantener un entorno de cultivo estable (Armstrong et al., 2018; Cívico et al., 2022; 

Swain, 2014). Para obtener embriones con mayor potencial de desarrollo y calidad, que 

posteriormente consigan una implantación (Cívico et al., 2022). Con este trabajo de 

investigación se busca contribuir a los profesionales que trabajan con tecnologías en 

reproducción asistida (Stelletta et al., 2022), y determinar el mejor sistema de evaluación 

embrionaria in vitro contribuyendo el conocimiento de avances biotecnológicos en 

alpacas para el desarrollo de la población de CSA. 
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CAPÍTULO III 

 

Marco Teórico 

 

3.1. Antecedentes de la investigación 

 

Huayhua et al. (2023), Concepción-Chile, investigación realizada en vacunos con 

objetivo de evaluar el tiempo de blastulación monitoreado por tecnología de lapso de 

tiempo para predecir la viabilidad in vitro de blastocistos bovinos. La procedencia de los 

COCs fue de ovarios del camal, la MIV, fecundación in vitro y cultivo in vitro se 

realizaron con un medio comercial. La MIV de COCs fue por 20-22 horas y la 

fecundación in vitro por 18 horas. Utilizaron el sistema time-lapse (sistema continuo) y 

un grupo control (sistema convencional) obteniendo un resultado de la primera escisión 

con 83.7% y 82.1% en 3 días pos fecundación y la tasa de blastocisto con 42,8% y 30.7% 

de embriones obtenidos por el sistema time-lapse y sistema convencional a los 7 días pos 

fecundación, con viabilidad del embrión de 39,58% y no viables 60.42%.  Conclusión: 

los blastocistos de tiempo <155h y >180 um de diámetro maximizan su viabilidad in vitro.  

  

Ahlström et al. (2022), Realizaron una investigación en 10 clínicas nórdicas en humanos. 

El objetivo de estudio fue determinar si, al realizar la selección y transferencia de 

embriones el día 5, un algoritmo TLS puede mejorar la predicción del potencial 

reproductivo del embrión en comparación con la morfología del embrión únicamente. La 

obtención de COCs fue de ovarios de pacientes con tratamiento (estimulación ovárica), 

divididas en 2 grupos (sistema continuo y convencional). Fecundadas y cultivadas in vitro 

en un medio de un solo uso a una temperatura de 37°C, 5% de CO2. Resultados de clivaje 

de sistema continuo 61.5% y sistema convencional 60.1% sin ninguna diferencia 

estadística. Conclusión la tasa de embarazos de embriones obtenidos por sistema continuo 

no mejoro al sistema convencional.  

 

Landeo et al. (2022), Huancavelica – Perú. El trabajo de investigación tuvo como objetivo 

comparar el desarrollo y calidad de COCs de alpacas vivas con COCs de alpacas 

beneficiadas. Para la obtención de COCs se realizó de dos maneras: 1-.  COCs de ovarios 

procedentes del camal. 2.- COCs de alpacas vivas obtenidas por OPU. Evaluadas según su 

morfología, los del grado I, II y III fueron madurados in vitro por 26 horas, inseminadas con 

semen fresco, embriones cultivados por 7 días.  Resultados: Evaluando el desarrollo 
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embrionario in vitro de alpacas en tres tiempos: COCs de ovarios de alpacas beneficiadas 

clivaje 48 horas (55.4%), mórula 96 horas (89%), blastocisto 120 horas (71%). COCs de 

alpacas vivas por OPU clivaje 48h (94,6%), mórulas 96h (94%), blastocistos 120 horas 

(94%). Conclusión: la obtención de COCs de ovarios de matadero fue mayor en la tasa y 

calidad de COCs. El desarrollo embrionario fue mayor de los COCs obtenidas por OPU. 

 

Gandarillas et al. (2022), Tacna-Perú. Investigación con objetivo de evaluar 4 tiempos de 

maduración in vitro de COCs. Con ovario procedentes del camal, madurados in vitro por 

26, 32, 38 y 42 horas, posteriormente inseminadas cultivadas por 7 días. Resultados en la 

maduración in vitro sin diferencia significativa y en la tasa de división fue de 45.7 ± 3.5%, 

51.3 ± 10.2%, 52.8 ± 5.6% y 50.9 ± 3.1% sin diferencia estadística entre tratamientos 

(p>0.05) y la tasa de blastocistos fue de 20.5 ± 3.4%, 30.5 ± 5.8%, 21.2 ± 2.5% y 22.8 ± 

3.5% para 26, 32, 38 y 42 h. Conclusión el tiempo indicado para la MIV de COCs seria 

32h. 

  

Laines et al. (2021), Ayacucho-Perú, objetivo de investigación fue evaluar el efecto de dos 

medios de cultivo en la producción de embriones in vitro en alpacas (Vicugna pacos). Los 

Ovarios son transportados a temperatura de 10.52 °C, seleccionando a COCs de calidad 

I, II y III, madurados por 32 horas, fecundadas por 18 horas con espermatozoides del 

epidídimo. Al final fueron cultivados los presuntos cigotos en 2 tipo de medios diferentes: 

KSOMaa (medio optimizado simple de potasio) y SOFaa (medio de fluido oviductal 

sintético) por 7 días a una temperatura de 38,5 °C, 5% CO2, 5%, O2, y 90% de humedad. 

Resultados embriones excelentes 8.49% y 12.25%, calidad bueno 5.87% y 6.96%, calidad 

regular 6.82% y 6.35% y calidad Mala 9.16% y 13.63% (P˃0.05). En conclusión, los 

medios de cultivo SOFaa y KSOMaa se pueden utilizar en el proceso de cultivo in vitro 

de alpacas. 

 

Chera-aree et al. (2021), Tailandia, trabajo de investigación realizado en humanos. 

Objetivo comparar los resultados del embarazo de la fertilización in vitro con 

transferencia de embriones entre embriones cultivados en un sistema de monitoreo de 

lapso de tiempo (TLS) y aquellos cultivados en una incubadora convencional (CI). La 

obtención de COCs fue por la técnica OPU de ovarios estimuladas, fecundadas y 

cultivadas a una temperatura de a 37 °C y 6% CO2. Resultados   La tasa de clivaje no se 

encontró una diferencia entre el sistema continuo 71,84% y sistema convencional 
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79,28%. Conclusión embriones del sistema de monitoreo de lapso de tiempo o sistema 

continuo fue mejor que el sistema convencional en la tasa de embarazos e implantación, 

pero aún se necesita mayores estudios. 

 

Palomino et al. (2020), Apurímac, Perú. Objetivo fue evaluar el efecto de la heparina y 

PHE (penicilamina, hipotaurina y epinefrina) en el medio de fecundación en la 

producción in vitro de embriones en alpacas. Ovarios transportados (3 horas) en solución 

salina a 37 °C, selección de COCs de grado I, II y III madurados por 34h, luego 

distribuidas en 4 grupos para la fecundación (grupo control, grupo con heparina, grupo 

con PHE y grupo con PHE y heparina, inseminadas con 1 x 106 espermatozoides/mL 

incubados por 18h, cultivados en medio SOF por 7 días. Resultados el desarrollo y calidad 

embrionaria de alpacas por el sistema convencional en dos tiempos: 24 horas de 

incubación obtuvo 30(16.53%) de clivaje y el día 7 después de la fecundación in vitro 

obteniendo mórulas 43(24.73%) y blastocisto de 7(3.60%). Y la calidad embrionaria 

observaron el día 7 con resultados de excelente 29(56.9%), bueno 16(31.4%), regular 

5(9.8%), malo 1(2.0%). Conclusión, el uso de la heparina y PHE + Heparina en medio de 

fecundación incrementa la producción in vitro de embriones de excelente calidad. 

 

Barberet et al. (2018), Francia, Investigación en humanos con objetivo de estudiar si el 

sistema de cultivo cerrado, en comparación con una incubadora de mesa con condiciones 

de cultivo similares, tiene un impacto positivo en los resultados de la inyección 

intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI). Los COCs obtenidas por OPU son dividas 

en 2 grupos, el primer grupo para cultivo de embriones en sistema convencional y el 

segundo grupo para el cultivo de embriones in vitro de sistema continuo. Resultado: 

segmentación 23.6% < 4 células, 50.5% 4 células, 25.9% > 4 células por sistema 

convencional y 14% < 4 células, 57.7%, 4 células, 28.3% > 4 células por sistema continuo 

y en la segunda evolución con 46.2% < 8 células, 26.6% 8 células, 25.3% > 8 células y 

1.9% mórulas por sistema convencional; 35.4 % < 8 células, 26.7% 8 células, 34.3% > 8 

células, 3.6% mórulas por sistema continuo. Conclusión obteniendo una diferencia 

significativa a favor del sistema de incubación continuo en el desarrollo embrionario in 

vitro. 

 

Pérez et al. (2017), Puno-Perú. Objetivo de investigación fue evaluar el efecto del cultivo 

in vitro e in vivo de los cigotos de alpacas producidos in vitro. Los COCs fueron obtenidas 
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de ovarios del camal que fueron expuestos al 0.9% de solución salina y antibiótico. 

Aspirados de 2 a 6 mm de folículos, madurados por 36 horas evaluar el efecto del cultivo 

in vitro e in vivo de los cigotos de alpacas producidos in vitro. Con 226 COCs de ovarios 

obtenidas del camal, madurados por 36 horas y cultivadas en medio de SOFaa a 38.5 °C, 

bajo 5% de CO2 y en el oviducto de las alpacas. Resultados, por el sistema convencional 

a las 48 horas un clivaje de 30 (27.5%), 120 horas 19 (17.4%) de mórulas, 168 horas 7 

(6.4%) de blastocisto y los embriones recuperados del oviducto de la alpaca 3 blastos 

eclosionados, 5 blástulas 2 blástulas colapsadas. Conclusión: la producción embrionaria 

de in vitro e in vivo se pueden utilizar. 

 

Contreras et al. (2014), Ayacucho-Perú. Investigación realizada con el objetivo de evaluar 

la calidad de embriones producidos a partir de la fertilización in vitro en alpacas (Vicugna 

pacos). Los COCs fueron obtenidas de ovarios procedentes del matadero, aspirados de 

folículos >3mm <8mm, los COCs aptos para la MIV fueron del grado I y II madurados 

por 32h a 37 °C, 5% O2 y 5% CO2. Los COCs maduros fueron dividas en 2 grupos: 1.- 

COCs maduros inseminadas con espermatozoides epididimarias lavadas por la técnica de 

Percoll. 2.- COCs maduros inseminadas con espermatozoides epididimarias lavadas por 

la técnica de Swin up. Embriones cultivados por 7 días y evaluadas de acuerdo a lo 

establecido por la Sociedad Internacional de Tecnología Embrionaria (IETS). Los 

embriones se clasificaron de excelente a intransferible. Obteniendo los siguientes 

resultados 5.35% excelente, 9.53% buena, 3.02% mala e intransferible. Conclusión los 

embriones obtenidos según la técnica de lavado de espermatozoides son similares sin 

ninguna diferencia, los embriones aptos para la transferencia son los excelentes buenos y 

regulares.  

 

Kahraman et al. (2013), Estambul en humanos. Objetivo fue comparar el desarrollo de 

blastocistos y los resultados del ciclo de pacientes con transferencia electiva de un solo 

embrión de buen pronóstico utilizando incubadoras convencionales o de lapso de tiempo 

(sistema continuo). Pacientes divididos en 2 grupos, primer grupo 31 pacientes para 

sistema convencional y el segundo grupo 33 pacientes para sistema continuo. Ambos 

pacientes de sistemas (convencional y continuo) son sometidas a una estimulación ovárica 

con hormonas, la obtención de COCs se realizó en ambos grupos para la fecundación in 

vitro posteriormente cultivadas n una placa Petri en medio (comercial) de un solo paso 

(medio sin cambio) a 37 °C, 5 % de O2 y 6 % de CO2 comparando 2 sistema de producción 
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embrionaria. Resultados en la segmentación 91,38% de sistema convencional 82,28% por 

sistema continuo del último estadio (blastocisto) 43.7% y 39.7% para los sistemas 

convencional y continuo, concluyendo en que ambos sistemas de incubación son 

similares.   

 

Kirkegaard et al. (2012), Hospital- Dinamarca investigación realizada en humano con 

objetivo de evaluar la seguridad de una incubadora de lapso de tiempo disponible 

comercialmente. Con COCs obtenidas por la técnica de OPU un sistema time- lapse frente 

a un incubador convencional con criterios de valoración en proporción de embriones de 

4 células (día 2), 7 a 8 células (día 3) y proporción de blastocisto, donde la tasa de 

blastocisto fue de 24,9 % en la incubadora de lapso de tiempo y 23,2 % en la incubadora 

convencional sin ninguna diferencia entre ambos sistemas. Conclusión la obtención de 

embriones in vitro para la transferencia se pueden realizar en sistema de incubación 

convencional y el sistema de incubación de lapso de tiempo (sistema continuo). 

 

3.2. Revisión bibliográfica 

 

3.2.1. Biotecnología reproductiva 

 

La FIV es una técnica de reproducción asistida (TRA) que consiste en un procedimiento 

desde la manipulación, selección y un control de temperatura ambiental de ovarios, 

ovocitos, espermatozoides y embriones por médicos en un laboratorio equipado que 

tengan altos estándares de calidad en los protocolos de FIV de avance científico y 

tecnológico (Gandarillas y Quispe, 2021; Laines et al., 2021; Herradon et al., 2007). La 

FIV es la fecundación extracorpórea que quiere decir fuera del cuerpo femenino 

(Bagnarella, 2015), en un ambiente seguro con el fin de obtener cigotos viables, 

susceptibles a implantarse en madres receptoras (Climent et al., 2000). 

 

El desarrollo embrionario es un proceso que inicia con la división del cigoto generando 

un aumento del número de células denominadas blastómeras, que están en constante 

división, desde dos células, 4 células, hasta el desarrollo de una mórula y el ultimo 

desarrollo es la formación de un blastocisto, previo a la implantación en el útero materno 

(Bagnarella, 2015). 

 

Los avances biotecnológicos en la PIV son una herramienta útil en el mejoramiento 

genético, permiten la preservación de la especie, podrían evitar el contagio o la 
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trasmisión de algunas enfermedades, obtener crías de hembras con altos estándares 

genéticos, de alpacas con problemas reproductivos (infértiles) a través de fertilización 

in vitro (FIV) y transferencia embrionaria a especies con buena salud reproductiva. 

(Huanca et al., 2007; Palma, 2008; Bó y Mapletoft, 2013; Brown, 2000; Gamarra, 2008; 

Ruiz, 2022; Gonzáles y Gonzáles, 2005). 

 

3.2.2. Maduración in vitro de COCs 

 

3.2.2.1. Maduración ovocitaria 

 

Los ovocitos son gametos femeninos con la mitad del material genético de la madre, 

son células haploides al combinarse con el material genético del gameto masculino se 

produce una célula diploide (Boeta et al., 2018). El ovocito u ovulo se forma dentro 

del ovario en los folículos ováricos por un proceso denominado ovogénesis y en 

relación con la foliculogénesis, los óvulos tienen las siguientes características son: 

voluminosa, inmóviles y con citoplasma abundante rico en nutrientes, ADN y ARN 

(Climent et al., 2000). 

 

La ovogénesis es un proceso donde las células germinales empiezan a proliferar por 

mitosis, dando como resultado a las ovogonias diferenciándose en ovocitos primarios 

que empiezan con su división meiótica, deteniéndose en la fase de profase meiótica 

durante la vida fetal, en la pubertad los ovocitos primarios que se encuentran en la fase 

profase meiótica algunos reanudaran su desarrollo concluyendo su primera división 

meiótica dando como resultado a un ovocito secundario y aun cuerpo polar como se 

observa en la Figura 1 (Boeta et al., 2018). 
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Figura 1: Ovocito inmaduro 

Fuente: Bonilla et al., 2009 

 

Nota: ovocito con citoplasma 

normal, ausencia de corpúsculo 

polar.  

 

3.2.2.2. Maduración in vitro de ovocitos 

 

Para la maduración in vitro, los ovarios son obtenidas de alpacas beneficiadas a 

temperatura de 37 °C en un envase térmico, para posteriormente obtener ovocitos 

mediante la mediante la aspiración del líquido folicular con la ayuda de una jeringa y 

una aguja (Pérez et al., 2017; Arriaga et al., 2014; Hafez y Hafez, 2002) o mediante la 

técnica de Slicing que consta en realizar unos cortes en la superficie del folículo para 

proporcionar la liberación del ovocito. Otra forma de obtener ovocitos es mediante la 

aspiración de folículos guiada por ecografía transvaginal (OPU) (Ruiz, 2018; Lorenzo, 

1992) y por laparotomía (cirugía), estas 2 ultimas se realizan en alpacas vivas que 

puedan tener problemas reproductivos, pero tienen un gran valor genético (Berland et 

al., 2011; Giuliano y Trasorras, 2011) 

 

La maduración in vitro consiste en simular el tiempo transcurrido en el folículo, 

principalmente en los procesos metabólicos que ocurre en forma natural del ovocito 

dentro del folículo dominante, entre el pico preovulatorio de la hormona luteinizante 

(LH) hasta que se produce la ovulación (Ruiz, 2008). Los ovocitos obtenidos para la 

fecundación in vitro se encuentran en un estadio de vesícula germinal (ovocito 

inmaduro) Figura 1, que requieren de maduración artificial o maduración in vitro para 
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llegar a la fase de metafase II (Gandarillas y Quispe, 2021; Ruiz, 2008), en esta etapa 

se reactiva la división meiótica de diploteno (profase I) de la primera división hasta 

alcanzar la metafase II de la segunda división meiótica donde el ovocito es expulsado 

del folículo de una forma natural, el ovocito se mantiene en esta etapa hasta ser 

fecundado por el espermatozoide o hasta ser activado artificialmente en el laboratorio 

para producir embriones de calidad (Ruiz, 2008). 

 

Los ovocitos que son recuperados de los ovarios son seleccionados y agrupados de 

acuerdo a su número de capas de Complejo ovocito-cumulos (COCs) tal como se 

describe en la Tabla 1 (Ratto et al., 2005; Bertoldo et al., 2010). Están divididas en 4 

categorías o grados, los ovocitos viables para la maduración in vitro se aceptan del 

grado I, II (Huanca et al., 2014) y III (Palomino et al., 2020), donde las de buena 

calidad son aquellas con más de una capa de células del cúmulos y citoplasma oscuro 

homogéneo (Khatir et al., 2005) el resto se descarta, la MIV se realiza a una 

temperatura de 38.5 ° C por 28 – 36 horas (Gandarillas y Quispe, 2021). 

 

Tabla 1  

Descripción morfológica de Complejo Ovocito-Cumulo (COCs) 

 

Grados de CCOs Descripción 

Grado I Los COCs tienen más de tres capas de células del cumulus 

compactas con un citoplasma homogéneo. 

Grado II En este grado los COCs tendrán de 2 a 3 capas de células del 

cumulus con un citoplasma homogéneo. 

Grado III Los COCs con una capa de células del cumulus, otros son 

parciales o totalmente desnudos y con citoplasma 

heterogénea, con presencia de las vacuolas. 

Grado IV COCs sus células de los cúmulos son expandidos, 

citoplasma granular. 

Nota: Clasificación de ovocitos de acuerdo a su número de capas y citoplasma. 

Fuente: Bertoldo et al. (2010). 
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3.2.2.3. Medios de maduración in vitro de ovocitos 

 

Los medios de maduración utilizados son clasificados en dos tipos: Medios simples y 

medios complejos. El medio simple contiene una solución salina fisiológica bufferada 

se añade habitualmente bicarbonato y adicionada de piruvato, lactato y glucosa. El 

medio de maduración complejo además de los constituyentes del medio simple esta 

constituidas por los aminoácidos, vitaminas, purinas y entre otras sustancias 

encontradas que son asociadas al suero (Gordon, 2003). Uno de los más empleados en 

bovinos son los que están compuestos por las sales de Earl’asociadas con HEPES y 

con bicarbonato con estabilizantes del pH suplementado con el piruvato, aminoácidos, 

vitaminas y proteínas como la albúmina bovina o el suero SOF (Herradon et al., 2007). 

 

En la actualidad los medios de maduración in vitro de ovocitos están constituido por 

TCM-199 que esta suplementado con un 10% de suero fetal bovino (SFB), 0.5 µg/mL 

de la hormona folículo estimulante (FSH), 10 µg/mL de gonadotropina coriónica 

humana (hCG), 0.2 mM de piruvato de sodio, 50 µg/mL de un antibiótico 

(gentamicina) y 1 µg/mL de estradiol, son incubadas durante 26 a 48 horas de los 

gametos recolectados del camal a una temperatura de 38.5 °C (Huanca et al., 2014; 

Herradon et al., 2007; Landeo et al., 2022). Para mantener el ambiente de los ovocitos 

dentro de la incubadora la atmósfera de CO2 es de 5% con una temperatura de 38.5 °C 

a 39 °C (Sarzosa y Culcay, 2014). 

 

3.2.2.4. Ovocitos maduros in vitro 

 
Las características principales de un ovocito maduro es la presencia del corpúsculo 

polar el segundo corpúsculo polar aparece al momento de ser fecundado (Climent et 

al., 2000; Landeo, 2022). Los ovocitos en la maduración in vitro experimentan una 

serie de procesos como la maduración nuclear, citoplasmática y la expansión de las 

células del cumulus tal como se ve en la Figura 2 (Tibary et al., 2005). 
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Figura 2. Características de un ovocito maduro 

Fuente: (Boeta et al., 2018). 

 

Nota: En la figura A se muestra ovocitos con varias capas de células de la granulosa 

formando los complejos de células del cumulus, figura B y C describen a un ovocito 

maduro por la presencia de su cuerpo polar. 

 

3.2.3. Lavado y capacitación de espermatozoides 

 

Los espermatozoides se obtienen por: electro eyaculación, mediante la vagina artificial, 

pos eyaculación, castración (cirugía) todas estas técnicas se realizan en alpacas vivas. 

Se pueden extraer testículos de alpacas beneficiadas en el camal, dentro del laboratorio 

se ubica la cola del epidídimo (Huanca et al., 2014). Una vez obtenidas los 

espermatozoides son seleccionados según su alto porcentaje de motilidad progresiva y 

cuando el semen está congelado su motilidad se estimula por métodos físicos por la 

técnica de nado ascendente, por la técnica de gradiente de densidad de percoll, agentes 

químicos como cafeína y teofilina (Hafez y Hafez, 2002), la técnica del Swim-up y para 

espermatozoides del epidídimo se utilizan las técnicas incluyendo la técnica de washing 

o lavado (Contreras et al., 2014; Mellisho et al., 2014).  

 

Estas técnicas seleccionan del plasma o diluyente seminal lo que permite obtener un 

mayor porcentaje de espermatozoides motiles (Contreras et al., 2014). La técnica de 

Swim-up permite obtener un porcentaje elevado de espermatozoides móviles y con 

una morfología  adecuada, requiriendo que los espermatozoides tengan una motilidad 

progresiva, la selección de los espermatozoides se basa en su capacidad de pasar del 

semen al medio fresco. Este método tiene como ventaja de no exponer a sustancias que 

podrían ser toxicas para los espermatozoides, es de bajo costo y de fácil preparación en 
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el laboratorio (Santa Cruz et al., 2016). 

 

Climent et al. (2000), nos indica que la capacitación de espermatozoides es un proceso 

de cambio fisiológico por la acción de medios existentes en el tracto reproductor de la 

hembra que les permitirá atravesar la zona pelúcida, al momento de la capacitación se 

presentan fenómenos como: 

 

 Eliminación del factor de discapacitación este factor se encuentra en las 

secreciones o fluidos epididimarios, plasma seminal, suero homologo, yema de 

huevo, otros líquidos fisiológicos que están unidas en los receptores de la 

membrana del espermatozoide impidiendo la liberación de enzimas acrosómicas, 

se elimina este factor por la centrifugación. 

 

 Cambio en su estructura de los lípidos de la membrana del espermatozoide por la 

acción de la albumina que se encuentra en el tracto reproductor femenino esta 

acción hace que el colesterol baje o se pierda como resultado el espermatozoide 

tendrá un ablandamiento de la membrana. 

 

 Activación de la acrosina por una glucoproteína, la acrosina es una proteasa 

similar a la tripsina que se encuentra en estado de inactivo. 

 

Los componentes de estos agentes son la albumina sérica bovina (BSA), lipoproteínas 

de alta densidad (HDL) permite que los agentes incapacitantes como el colesterol que 

está ubicada en la cabeza espermática sean liberadas. La heparina desencadena la 

capacitación in vitro en bovinos que finalizará con la correcta reacción acrosómica y la 

penetración. También se encontró el uso de la catecolamina adrenalina y hipotaurina 

incrementan la penetración (Herradon et al., 2007; Hafez y Hafez, 2002). La 

capacitación espermática se realiza por un medio de fuerza de iónica elevada, ionóforo 

de Ca2, cafeína, incubación prolongada de 18 a 24 horas, con un pH elevado (Hafez y 

Hafez, 2002). 

 

3.2.4. Fertilización in vitro de alpacas 

 

Fecundación o fertilización consiste en la activación del gameto femenino por la fusión 

o unión de dos gametos (un gameto macho y un gameto hembra), es un proceso que 

consiste en la entrada de un espermatozoide a un ovocito maduro atravesando la corona 
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radiada y la membrana o zona pelúcida hasta llegar a la membrana citoplasmática (paso 

A, Figura 3; García y Gil, 2013; Salazar, 2015), en este paso los gránulos corticales que 

se encuentran ubicadas en la periferia de su citoplasma en la superficie de la membrana 

del ovocito, migran liberando todo su contenido al espacio perivitelino inmediatamente 

o al momento de la penetración del espermatozoide la membrana vitelina y la zona 

pelúcida se modifican impidiendo o evitando la entrada a más de uno de espermatozoides 

de esta forma se evita la poliespermia, el producto se denominado cigoto. El cigoto o 

huevo tiene la forma redondeada de tamaño entre 100 y 140 um, con tamaño máximo de 

35 mm de diámetro (Bagnarella, 2015; Boeta et al., 2018; García y Gil, 2013). 

 

El ovocito fecundado empieza a reanudar la segunda división meiótica, la aparición del 

segundo cuerpo polar y la formación de 2 pronúcleos un pronúcleo femenino y uno 

masculino dentro de 3 a 5 horas recuperando el número cromosómico del futuro individuo 

(paso B, Figura 3; Boeta et al., 2018). La unión de los gametos genera una mezcla de la 

información genética contenida en los pronúcleos masculino y femenino, los pronúcleos 

(femenino, masculino) migran y se disuelven sus membranas y los cromosomas de ambos 

se condensan y se unen forman un cigoto (paso C, Figura 3) con la finalidad de crear un 

individuo (Salazar, 2015; Boeta, et al., 2018; Sarzosa y Culcay, 2014; Climent et al., 

2000). 

 

La fertilización in vitro quiere decir reproducir en el laboratorio con el fin de obtener 

cigotos viables susceptibles a implantarse en madres receptoras y continuar con su 

desarrollo embrionario (Climent et al., 2000; Gandarillas y Quispe, 2021). Se realizan 

en una placa de medio de cultivo, es aquí donde se fusionan los gametos, el 

espermatozoide atraviesan las barreras que presenta en el ovocito como las células del 

cúmulus, la zona pelúcida y la membrana plasmática desencadena una serie de eventos 

que concluye en la fecundación (Hafez y Hafez, 2002; Salazar, 2015). 
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Figura 3.  Proceso de la fertilización 

Fuente: (Boeta et al., 2018). 

 

Nota: Paso A muestra el momento de la interacción entre un ovocito 

y el espermatozoide, el paso B y la C demuestran la formación de 

un cigoto. 

 

3.2.4.1. Medio de fertilización in vitro 

 

El proceso de fertilización in vitro requiere de un medio como FER-TALP que la TA 

son Tyrode/albumina (Bicarbonato de sodio 25 mM y albúmina de suero bovino) y LP 

contiene lactato de sodio, piruvato de sodio con diferentes cantidades de fuentes de 

energía como lactato, piruvato, albúmina sérica, glucosa, proteínas, en algunos casos 

se añade heparina al medio directamente ajustando la concentración (Herradon et al., 

2007; Gordon, 2003). Formando de 5-7 gotas en una placa con 50ul/gota del medio de 

FER-TALP o en pocillos de cultivo con o sin heparina de 10 ug/mL para cada gota, 

cubiertas con aceite de parafina. Los espermatozoides se preparan mediante una de las 

técnicas de lavado y selección de acuerdo a la procedencia de estas (semen fresco, 

semen congelado o del epidídimo), la suspensión espermática se realiza con una 
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micropipeta formando de 25 uL cada gota de 5-7 COCs, se incuban con 5% de CO2 y 

95% de aire con un alto índice de humedad a una temperatura de 39 °C durante 24 

horas (Hafez y Hafez, 2002). 

 

3.2.5. Desarrollo embrionario 

 

El desarrollo embrionario consiste en las divisiones mitóticas del cigoto a pocas horas 

de la fecundación que es conocida como segmentación (clivaje), las divisiones empiezan 

de una célula (cigoto) Figura 4 a un embrión multicelulares (Boeta et al., 2018) Figura 

8, (García y Gil, 2013; Bagnarella, 2015). Las partes de un cigoto se describe en la 

Figura 4, empieza con las divisiones 2, 4, 8, 16 y 32 células denominada blastómeros, 

son sincrónicas a media que va avanzando con las divisiones mitóticas se van volviendo 

asincrónicas. Se les denomina divisiones de segmentación esto se debe a que se realizan 

sin el aumento del citoplasma, de manera que cada división de los blastómeros se va 

haciendo más pequeño, desde la división de 16 células el embrión se conoce como 

mórula se aprecia como una masa celular compacta, esta compactación se debe a la 

formación de proteínas de unión entre los blastómeros (Boeta et al., 2018; Hafez y 

Hafez, 2002; García y Gil, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Cigoto y sus partes 

Fuente: (Boeta et al., 2018). 

 

Nota: Cigoto de mamífero con 2 corpúsculos 

polares y sus pronúcleos masculinos y femeninos.  
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Primera división mitótica: El cigoto se divide en 2 células (2 blastómeras) idénticas que 

ocurre alrededor de 20 a 30 horas después de la fecundación, sin el aumento de la masa 

celular Figura 5 (Boeta et al., 2018; Hafez y Hafez, 2002). 

 

Segunda división mitótica: de las 2 blastómeras se divide en 4 blastómeras idénticas, 

esta división ocurre entre 12 a 24 horas dependiendo a la especie, sin alterar el volumen 

del citoplasma, Figura 5 (Boeta et al., 2018; Hafez y Hafez, 2002). 

 

Tercera división mitótica: las 4 células hijas idénticas se divide en 8 células hijas 

idénticas sin alterar el volumen del citoplasma en 4 días dependiendo al tipo de especie, 

Figura 5 (Boeta et al., 2018; García y Gil, 2013). 

 

 

Figura 5.  División de blastómeros de la primera división, segunda 

Fuente: García y Gil, 2013. 

 

Cuarta división mitótica o mórula: La cuarta división es conocido como mórula por su 

parecido a una mora (latín morus: mora) se domina desde 16 a 32 células, los blastómeros 

son complicados para diferenciase una de la otra, la masa celular ocupa la mayoría del 

espacio perivitelino en el embrión sin la alteración el volumen del citoplasma. Una mórula 

compacta es debido al aplastamiento de los blastómeros individuales tienen una masa 

compacta que ocupa el 60 a 70 % del espacio perivitelino del embrión debido a que se 

establecen uniones distintas entre células o blastómeras Figura 6 (Boeta et al., 2018; 

Hafez y Hafez, 2002), a esta etapa llegan entre 4-5 días (Picha et al., 2013). 
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Figura 6.  Cuarta división mórula. 

Fuente: García y Gil, 2013.  

 

Blastocisto: que va desarrollándose adecuadamente por la multiplicación de las células y 

la acumulación de líquido en el interior y la formación de una cavidad denominada 

blastocele este proceso se conoce como blastulación, el blastocisto aumenta de tamaño 

convirtiéndose en blastocisto expandido y la zona pelúcida se va adelgazando y 

finalmente el embrión eclosiona, es decir es liberado de la zona pelúcida en blastocisto 

temprano se observa en el embrión una formación de una cavidad llena de fluidos y esto 

da una apariencia general como un anillo, el embrión ocupa entre el 70 a 80% del espacio 

perivitelino, esta es la fase de transición de una mórula tardía a un blastocisto (Sarzosa y 

Culcay 2014; Boeta et al., 2018; Hafez y Hafez, 2002). 

 

En el desarrollo del blastocisto hay una diferenciación de una capa externan denominado 

trofoblasto son células superficiales (células cuboides) o trofoectodermo del cual se 

origina la mayoría de las membranas fetales y la masa celular interna (MCI) o 

embrioblasto o el botón embrionario que dará origen al embrión posteriormente al feto, 

que es más compacta y oscura, el blastocele se ve bien prominente con el embrión 

ocupando la mayor parte del espacio perivitelino. Las principales capas germinales el 

ectodermo, mesodermo y endodermo se originan de la MCI (Figura 7) (Boeta, et al., 

2018). 

 

El blastocisto eclosionado o liberado por la expansión completa del embrión, rompe la 

zona pelúcida luego se libera, este embrión liberado es redondeado hasta el doceavo día, 

después rápidamente aumenta de tamaño (Boeta et al., 2018). Ocurre en el útero ente 4 - 

8 días después de la ovulación dependiendo a la especie (Hafez y Hafez, 2002). 
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Figura 7.  Componentes del blastocisto 

Fuente: García y Gil, 2013. 

 

Nota: A) describe las partes de un blastocisto. B) embrión del 

día 7 de la especie porcino. 

 

 

Figura 8.  Etapas del desarrollo embrionario de vacunos. 

Fuente: Geisert y Malayer, 2002. 

 

 

 B 
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3.2.5.1. Medio de cultivo in vitro de embriones (CIV) 

 
El cultivo de los cigotos para su desarrollo in vitro generalmente se usan medios como 

el fluido de oviducto sintético (SOF; Palomino et al., 2020), fluido de oviducto 

sintético modificado (SOFM), medio optimizado simple de potasio (KSOM), Charles 

Rosenkrans (CR1) y Chatot Ziomek Bavister (CZB). El medio que más se utiliza en el 

cultivo de embriones in vitro es el medio SOF en todas las especies, se caracteriza por 

tener sus bajos niveles de sodio y con altos niveles de potasio, donde el calcio y potasio 

son importantes para el desarrollo embrionario, la falta de estos minerales como el 

calcio reduce en el proceso de la división embrionaria y una incapacidad para la 

compactación de las mórulas el medio adecuado para que se realice el cultivo de 

embriones de alpacas es SOF CIV y KSOM (Guillen, 2018; Ruiz, 2018). 

 

Los cigotos se colocan por 7 días en un medio de cultivo de 10 a 15 cigotos en 50 uL 

que son cubiertos con aceite mineral, el fluido oviductal sintético (SOF) es 

suplementado con un 2% (v/v) de aminoácidos esenciales, 1% (v/v) de aminoácidos 

no esenciales con 50 ug/mL de gentamicina más 5% de suero fetal en los 4 primeros 

días de cultivo y el 1% en 3 días siguientes. La incubación se realiza a 38.5 °C con una 

atmósfera húmeda con 5% de CO2. El cambio del medio se realiza cada 48 horas (Pérez 

et al., 2017). 

 

3.2.6. Evaluación embrionaria bajo un sistema convencional. 

 
3.2.6.1. Evaluación de embriones 

 

La evaluación de los embriones en otras especies como en los bovinos, normalmente 

se realiza con un microscopio estereoscópico que va de un aumento de 20 hasta 100X, 

con el embrión en un recipiente pequeño, es necesario que este "rodando" en el fondo 

del plato para observar la zona pelúcida desde diferentes perspectivas. Al momento de 

observar se debe enfocarse en: Un embrión que sea compacto y esférico y los 

blastómeros deben tener un tamaño similar con una textura y color uniforme, su 

citoplasma no debe ser granular ni vesiculado, con el espacio perivitelino despejado y 

no contener restos celulares para que el embrión pueda determinarse como viable, en 

cuanto a su zona pelúcida debe ser uniforme; sin grieta y, no contiene restos en su 

superficie. Los sistemas de codificación estandarizados son para su uso en la 

descripción y desarrollo de cada etapa del desarrollo embrionario y la calidad del 
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embrión. El código para cada etapa de desarrollo está determinado por números que 

va desde "1", un ovocito no fertilizado o un embrión de una célula hasta "9", el 

blastocisto eclosionado en expansión (Bó y Mapletoft, 2013). 

 
3.2.6.2. Equipos 

 

Para la evaluación de embriones se realiza con ayuda de un estereoscopio sobre la 

platina térmica observando todas sus estructuras, especialmente su zona pelúcida, 

según la clasificación en base a su aspecto morfológico (Paredes, 2014). La estimación 

embrionaria cuantitativa es el número de embriones que se desarrollan en los diferentes 

instantes del cultivo (Palma, 2008). Para la clasificación de embriones recuperados, la 

IETS (1998) establece cuatro categorías (Tabla 2), para ello se toma en cuenta estos 

siguientes parámetros morfológicos: Forma del embrión, número y compactación de 

las células, color y textura del citoplasma celular, variación del tamaño de las células, 

tamaño del espacio perivitelino, número y el tamaño de las vesículas, presencia de 

blastómeros degeneradas y extraídas, apariencia de la zona pelúcida (Mendoza, 2012; 

Skidmore, 2000; Tibary et al., 2015) en camellos el sistema de evaluación utilizado 

por la mayoría de los autores clasifica a los embriones en 5 grados según sus 

características morfológicas y estadio de desarrollo. 

 

La clasificación y la evaluación de embriones de alta calidad se determinan mediante 

la estructura de su morfología según el Manual IETS descritas por Bo y Mapletoft 

(2013), las clasifico en 4 grados tal como se muestra en la Tabla 2, esta clasificación 

es para la evaluación de embriones in vitro en vacunos, pero también se utilizó para 

camélidos sudamericanos para determinar la calidad del embrión (Laines et al., 2021; 

Contreras et al., 2021; Tibary et al., 2015). 

 

3.2.7. Evaluación embrionaria bajo un sistema de evaluación continua. 

 

3.2.7.1. Evaluación Embrionaria 

 

Los avances biotecnológicos en laboratorios de FIV han propuesto varios sistemas o 

alternativas para la manipulación y evaluación de embriones (Overström, 1996; Hoshi, 

2003; Held et al., 2012; López et al., 2008), que permitan una evaluación como: la 

calidad del crecimiento in vitro de los embriones, la integridad de la membrana del 

blastómero (Overström, 1996), el análisis del metabolismo embrionario (Rondeau et 
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al., 1995; Thompson et al., 2016; Overström, 1996), la medición del consumo del 

oxígeno de los embriones, la cinética del desarrollo embrionario (Desai et al., 2014). 

Con equipos de microscopio electrónica, que es un predictor de la viabilidad del 

embrión (Hoshi, 2003), el análisis de microscopía electrónica de barrido (microscopia 

confocal; López et al., 2008; Palma, 2008) que evalúan los índices de birrefringencia 

de la zona pelúcida (Held et al., 2012). Más recientemente, y especialmente para 

embriones humanos, se encuentran con una tendencia hacia métodos que evalúan la 

cinética del embrión y la simetría de escisión utilizando sistemas de TLS (Montag et 

al., 2013; Kovacs, 2014; VerMilyea et al., 2014). 

 

Los sistemas que permiten un desarrollo con una evaluación de embriones como TLS 

es una inteligencia artificial que va aumentando e introduciéndose en los laboratorios 

de FIV con buenos resultados y que favorecen un estudio o investigación minucioso 

de embriones antes de la transferencia embrionaria, con buenos resultados en la 

implantación, actualmente la especie con mayor ventaja en la utilización de este tipo 

de sistemas es en humanos (Cívico et al., 2022). 

 

3.2.7.2. Equipos 

 

El método continuo o sistema de seguimiento de lapso de tiempo (en inglés Time 

Lapse Sistema) consiste en tecnologías que son de dos tipos: sistema abierto y sistema 

cerrado, el sistema abierto tiene una incubadora y una cámara separadas entre sí, el 

sistema cerrado incluye la incubadora y la cámara, este sistemas está integrada a un 

microscopio que permite obtener imágenes en tiempo real sin alterar el medio 

ambiente como la temperatura y el CO2 además de obtener imágenes y videos en vivo 

del desarrollo embrionario (Lundin y Hannah, 2020; Wong et al., 2013). Los 

embriones a través de una pantalla en tiempo real que pueden ser monitoreados desde 

la formación del cigoto, segmentación, mórula y blastocisto, manejados a través de un 

software (Lundin y Hannah, 2020; Meseguer et al., 2011) con la observación o 

monitoreo del desarrollo embrionario en cualquier momento (Wong et al., 2010).
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Tabla 2   

Clasificación de la calidad Embrionaria. 

 

 

Clasificación de embriones 

Embrión 
Características 

 

Excelente 

 

Embriones con buena simetría, esféricas y una uniformidad en el 

tamaño, color y textura, con una irregularidad menor al 85% del material 

celular, una masa embrionaria intacta, la zona pelúcida debe ser delgada, 

lisa y sin superficies cóncavas o planas, son viables para la congelación 

y descongelación son denominados "embriones congelables" y 

recomendados para el comercio internacional. 

Buena Buen embrión, igual que la anterior con muy pocas irregularidades que 

pueden presentar en alguna de sus formas tamaño, color y textura. Con 

irregularidades menores al 50% en la masa embrionaria debe 

encontrarse intacta, estos embriones son buenos para realizar la 

trasferencia embrionaria al instante no tienen la capacidad de soportar 

grandes cambios como la congelación se les denomina embriones 

transferibles, pero no congelables. 

 

Regular 

 

Embriones con grandes irregularidades en el tamaño, color, la masa 

celular del embrión debe estar intacta al menos al 25 %, son embriones 

que no son aptos para congelación/descongelación y las tasas de 

embarazo son muy bajas en comparación con embriones de excelente y 

buena calidad. 

 

Mala 

 

Embriones de mala calidad, muertos o degenerados, son embriones que 

por alguna razón no siguen su desarrollarse y deben desecharse. 

Intransferible. Embriones colapsados muy oscuros o embriones 

retardados. 

Nota: Descripción de embriones para la selección según la calidad embrionaria 

Fuente: Bo y Mapletoft. (2013). 
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CAPÍTULO IV 
 

Materiales y Métodos 

 

4.1. Ubicación geográfica 

 

Las muestras (ovarios y testículos) fueron obtenidas del matadero municipal del distrito 

de Sicuani, provincia Canchis, que esta geográficamente ubicado a 3546 m.s.n.m., a 14° 

16’16 latitud sur y a 71° 13’44 longitud oeste. Posteriormente fueron procesadas en el 

laboratorio de Embriología veterinaria (LABEMV) de la Escuela Profesional de 

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco 

ubicado en el distrito de Marangani a una altitud 3698 m.s.n.m., a 14°21’23” de latitud 

Sur y a 71°10’06” de longitud oeste (INEI, 2014; Figura 9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.   Mapa de ubicación del Laboratorio de 

Embriología Veterinaria. EP Medicina Veterinaria 

UNSAAC. 

Fuente: (Google, 2023) 

 

4.2. Animales y muestra 

 

Para el presente trabajo recolectamos un total de 224 ovarios de alpacas adultas y 7 

testículos de alpacas machos mayor o igual a 3 años de edad. Todos los animales no 

tuvieron historial reproductivo ni tratamiento farmacológico previo. 
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4.3. Materiales de estudio 

 

4.3.1. Materiales bilógicos 

 

 Ovarios de alpacas adultas 

 Testículos de alpacas adultas 

 

4.3.2. Materiales necesarios para el trabajo de campo 

 

 Mameluco 

 Dos termos de acero inoxidable (EUROHF CHEF ® Germany) 

 Botas de jebe 

 Equipo de disección 

 Solución de NaCl al 0.9% 

 Guantes quirúrgica estériles 

 Toallas de papel absorbente. 

 Cuaderno de apuntes y lapicero 

 Termómetro 

 Penicilina 

 

4.3.3. Materiales de laboratorio 

 

 Mandil o guardapolvo 

 Gorra quirúrgica 

 Guantes quirúrgica 

 Cubre boca 

 Placas Petri de 90 mm x 15 mm 

 Placas Petri de 35 mmx11 mm 

 Tubos falcón de 15 mL 

 Tubo falcón 50 mL 

 Tubos eppendof de 0.5 mL 

 Tubos eppendof de 1.5 mL 

 Pipeta y puntillas de 1000 mL 

 Pipeta y puntillas de 100 mL 

 Pipeta y puntillas de 10 mL 
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 Vasos de precipitación de diferentes tamaños 100, 200, 500mL 

 Láminas y laminillas cubre y porta objeto 

 Jeringas de 1 mL, 5 mL, 10 mL y 20 mL 

 Alcohol de 70° 

 Gradillas de diferentes tamaños 

 

4.3.4. Insumos para FIV 

 

 Medio de lavado de ovocitos y embriones (Stroebech Media®). 

 Medio maduración in vitro de ovocitos (Stroebech Media®). 

 Medio de Fertilización in vitro (Stroebech Media®). 

 Medio de SP-TALP SIGMA 

 Medio de cultivo de embriones (Stroebech Media®). 

 Aceite mineral de laboratorio. 

 Agua mili Q. 

 Alcohol de 70° 

 Solución fisiológica (NaCl) 

 Gas CO2 

 Agua destilada 

 

4.3.5. Equipos del laboratorio 

 

 Baño María 

 Incubadora de CO2 

 Estereoscopio 

 Microscopio invertido 

 Platina térmica 

 Mini Centrifuga 

 Microscopio confocal 

 Cabina de flujo laminar tipo vertical 

 Vortex 

 Espectrofotómetro con microcubetas 

 Estufa 

 Destilador de agua 
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 Refrigeradora 

 

4.4. Metodología 

 

4.4.1. Preparación de equipos, materiales y medios de cultivo para sistema 

convencional y continuo 

 

Un día antes de uso, los equipos como las incubadoras (clásica y la incubadora de 

microscopio confocal) fueron encendidas y equilibradas, a una temperatura de 38.5 °C 

y al 5% del gas CO2. Doce horas antes, el equipo de baño María fue atemperada a 37 

°C, incorporando 3 vasos precipitados de 200  uL con  cloruro de sodio (NaCl) al 

0.9% con 100.000 UI/mL de penicilina y 100 mg/mL estreptomicina (solución de 

lavado de ovarios), posteriormente cubiertas con papel aluminio. Los medios, ya sea de 

maduración (MIV) de fertilización (FIV) y medio de cultivo in vitro (CIV), todos ellos de 

Stroebech Media ®; fueron preparadas dentro de la cabina del flujo laminar en una placa 

Petri de 35x11 mm formando 7 gotas de 50 uL, seguidamente cubiertas con aceite 

mineral estéril, cada placa Petri fue rotulada según el tipo de medio y el sistema de 

incubación (convencional y continuo) los mismos fueron equilibradas y estabilizadas en 

las incubadoras con 5% de CO2 a 38.5 °C durante 12 horas. 

 

4.4.2. Obtención y traslado de ovarios y testículos 

 

Después del beneficio y evisceración de alpacas en el matadero, inmediatamente se 

ubicó y se obtuvo los ovarios con la ayuda de una tijera simple luego se colocó de 8 a 

10 ovarios a un tubo Falcon® estéril de 50 mL tapado herméticamente y luego 

sumergido en un termo con agua atemperada a 37 °C. La obtención de testículos fue 

inmediatamente después del beneficio de la alpaca, utilizando una tijera simple, de 

animales adultos mayores o iguales a 3 años de edad (determinada por cronología 

dentaria) y, se transportó al laboratorio a temperatura ambiente (15 °C) en un recipiente 

isotérmico. El tiempo desde la obtención hasta la llegada a laboratorio, de ovarios y 

testículos fue de 2 a 3 horas. 

 

4.4.3. Aspiración de COCs 

 

En el laboratorio los ovarios fueron lavados 2 a 3 veces y colocados en un vaso 

precipitado con una solución de lavado de ovarios atemperado a 37 °C.  Para la 

aspiración de COCs se tomó el ovario con una pinza diente de ratón, se sujetó con papel 

toalla estéril y se procedió a aspirar los folículos de 4 a 7 mm con una jeringa descartable 

de 10 mL adosado a una aguja de 21G x11/2´´, conteniendo 0.2 mL de medio de lavado 
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de ovocito. El contenido se transfirió a un tubo Falcón® de 15 mL dentro del baño 

María. 

 

4.4.4. Lavado y clasificación de COCs 

 

El contenido aspirado se traspasó a una placa Petri de 90x35 mm colocado sobre una 

platina a 37 °C dentro de la cabina de flujo laminar. Luego se observó bajo un 

estereoscopio a 40 aumentos y con una micropipeta de 200 uL se retiró los COCs 

identificados, para luego trasladarlos a una serie de 3 a 4 gotas de 100 uL de medio de 

lavado de COCs. Los COCs fueron lavados por pipeteo suave en la serie de gotas y, 

clasificados de acuerdo al número de capas de células del cúmulus y la homogeneidad 

del citoplasma ovocitario (Landeo et al.,2022; Ratto et al., 2005), clasificando del 

siguiente modo: 

 

 Grado I, CCOs con más de tres capas de células del cúmulus y ovocito con 

citoplasma homogéneo;  

 Grado II, COCs con 2 a 3 capas de células del cúmulus y ovocito con citoplasma 

homogéneo. 

 Grado III, COCs con una capa de células del cúmulus y parcial o totalmente                                    

desnudos y, citoplasma de ovocito heterogéneo con presencia de vacuolas. 

 Grado IV, COCs con células del cúmulos expandidos y ovocito con citoplasma 

muy irregular.  

 

4.4.5. Maduración in vitro de COCs 

 

Dentro de la cabina de flujo laminar a 37 °C observados bajo un estereoscopio a 40 

aumentos; el total de COCs de grado I, II y III fueron considerados aptos para maduración, 

mientras que los de grado IV fueron descartados. Los COCs aptos fueron divididas 

aleatoriamente en dos grupos para su respectiva maduración en cada sistema de 

incubación (convencional y continuo). Para ambos sistemas; en la placa Petri con 7 gotas 

de 50 uL de medio de maduración preparadas y equilibradas anteriormente, a la primera 

gota, se ingresó todos los ovocitos aptos, desde donde se distribuyó al resto de las gotas 

(50 uL/gota del medio de maduración, llegando a un máximo de 10 COCs por cada 

gota). Finalmente se tuvo dos placas Petri listas para el periodo de maduración: una 

ingresó a la incubadora convencional y la otra al sistema continuo. El periodo de 

maduración para los COCs del sistema convencional y el sistema continuo fue de 26 

horas (para que los ovocitos estén aptos para la fecundación). 
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Pasado las 26 horas. Las placas de MIV en el sistema continuo se observó directamente 

en el mismo equipo (microscopio confocal), sin la necesidad de retirar de la incubadora; 

mientras que en el sistema convencional se retiró de la incubadora para llevar a la cabina 

de flujo laminar a 37 °C y la evaluación de los COCs maduros se realizó bajo un 

estereoscopio. En ambos sistemas, la evaluación se determinó por la expansión de las 

células del cúmulus. 

 

4.4.6. Lavado de espermatozoides  

 

Los espermatozoides para la fecundación in vitro se obtuvieron de epidídimos 

muestreados en matadero.  En el laboratorio, en un tubo Falcon® de 15 mL se preparó 

5 mL de medio de lavado de espermatozoides SP-TALP (Sigma-Aldrich®), el mismo 

que fue atemperado 2 horas antes de su uso a 35 °C. La cola del epidídimo fue 

diseccionada del testículo con una tijera mayo y una pinza diente de ratón, sobre papel 

toalla estéril, hasta obtener epidídimo libre de restos de tejidos y sangre.  

En la cabina del flujo laminar se colocó una placa Petri de 35x11mm sobre una platina 

temperada a 35 ° C, dentro de ella se ingresó la cola del epidídimo obtenida, y se le 

adicionó 1 mL de medio de lavado de espermatozoides SP-TALP. Con ayuda de una 

tijera mayo y una pinza simple se trozó el epidídimo en varios trozos pequeños, a los 

que en seguida se oprimió con la pinza simple, con la finalidad de forzar la salida de los 

espermatozoides desde los túbulos y, finalmente obtener una solución de medio de 

lavado SP-TALP y espermatozoides. 

Un mL de la última solución obtenida, se trasvasó a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se 

centrifugó a 323 g x 5 minutos y al pellet obtenido se adicionó 1 mL de medio de lavado 

de espermatozoides SP-TALP y se sometió nuevamente a una segunda centrifugación a 

la misma velocidad y tiempo anterior desechando todo el sobrenadante, quedando solo 

el pellet al final se agregó 200 µL de medio FIV, no se adiciono ningún agente 

capacitante. Finalmente se calculó la concentración espermática con un equipo de 

fotómetro de esperma hasta alcanzar una concentración final de 1x106 

espermatozoides/mL y una motilidad progresiva mayor a 60%, sin otras evaluaciones 

previas. 
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4.4.7. Fecundación in vitro  

 

Previo a la inseminación, el medio de lavado de ovocito se atemperó 2 horas antes de 

culminar la maduración in vitro y, sobre una placa Petri se preparó una serie de 3 a 4 

gotas de 100 uL de medio de lavado de ovocitos. Las placas de maduración se retiraron 

de las incubadoras (de sistema convencional y continua), se llevaron a la cabina de flujo 

laminar a 38.5 °C. Los COCs maduros (con células del cúmulus expandidas) fueron 

pipeteados suavemente en las mismas gotas                  de maduración con una micropipeta de 100 

uL para aflojar las células del cúmulus. Los COCs maduros fueron transferidos y 

lavados con la ayuda de una micropipeta de 100 uL, a la serie de gotas antes preparadas, 

hasta obtener COCs libres de restos celulares aislados; estos COCs se llevaron a las 

placas de fertilización previamente preparadas con 7 gotas de 50 µL (FIV). A cada gota 

del medio de FIV que contienen los ovocitos maduros se agregó una concentración de 

1x106 espermatozoides/mL, luego cada placa de FIV retornó a las respectivas 

incubadoras (incubadora convencional y continua) incubándolos durante 24 horas. 

 

4.4.8. Cultivo in vitro de cigotos 

 

Veinticuatro horas después de FIV se retiraron las placas de ambos sistemas de 

incubación a la cabina del flujo laminar a una temperatura de 37 °C, sin control de CO2, 

O2 y bajo un estereoscopio se realizó varios pipeteos suaves para retirar espermatozoides 

y células de cúmulus en las mismas gotas. Luego con una micropipeta de 100 uL se 

retiraron los presuntos cigotos a una gota de medio de lavado               de embriones (preparado y 

atemperado 2 horas antes) donde fueron lavadas hasta que queden libres de los 

espermatozoides y restos celulares. Los presuntos cigotos fueron distribuidos en las 

gotas de las placas de cultivo previamente preparadas (CIV), tanto en el sistema 

convencional como en el continuo, e incubadas por 7 días. 

 

4.5. Evaluación del desarrollo embrionario in vitro por sistema convencional y por 

sistema continuo 

 

La evaluación del desarrollo embrionario in vitro por el sistema convencional se realizó 

fuera de la incubadora en los 3 tiempos (48, 120 y 168 horas pos inseminación) utilizando 

una cabina de flujo laminar, una platina atemperada y un estereoscopio; terminada la 

evaluación la placa con embriones retornó a la incubadora para que continúe su desarrollo. 

Por el contrario, en el sistema continuo la evaluación se realizó directamente a través de 

un microscopio confocal incorporado a una cámara de incubación, no siendo necesario 

retirar de placa cultivo en los 3 momentos de evaluación.  
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La evaluación del desarrollo embrionario se realizó de acuerdo a lo descrito por Tanaka 

et al. (1997) y Picha et al. (2012). Considerando los estudios reportados por Picha et al. 

(2012) quienes realizaron un seguimiento del desarrollo embrionario in vivo reportando 

un desarrollo a las 48 horas pos copula embriones entre 2 a 4 células, a las 120 horas 

embriones que desarrollaron 100 % a mórulas y el día 7 pos copula encontró blastocistos, 

pero el día 8 encontró blastocistos eclosionados.  Tanaka et al. (1997) realizo la 

evaluación de la siguiente manera: 

 

1. Evaluación del desarrollo embrionario a las 48 horas (2 días) pos fecundación en el 

sistema convencional y continuo: 

 Embriones que desarrollaron > 4células o blastómeras. 

 Embriones que desarrollaron de 2 a 4 células o blastómeras. 
 

2. Evaluación del desarrollo embrionario a las 120 horas (día 5) pos fecundación en el 

sistema convencional y continuo: 

 Mórulas (≥16 células). 

 Embriones de 8 células o blastómeras. 

 

3. Evaluación de calidad de blastocisto a las 168 horas (día 7) pos fecundación. La calidad 

del blastocisto fue determinada de acuerdo a la clasificación de Bó y Mapletoft et al. 

(2013) y Pérez et al., (2017). 

 

 Excelente: Embriones con buena simetría, esféricas y una uniformidad en el 

tamaño, color y textura, con una irregularidad menor al 85% del material celular, 

una masa embrionaria intacta. Zona pelúcida delgada, lisa y sin superficies 

cóncavas o planas.  

 Buena: Igual que la anterior con muy pocas irregularidades que pueden presentar 

en alguna de sus formas tamaño, color y textura. Con irregularidades menores al 

50% en la masa embrionaria. 

 Regular: Embriones con grandes irregularidades en el tamaño, color, densidad. 

La masa celular del embrión intacta al menos al 25 %. 

 Mala: Muertos o degenerados que por alguna razón no llegaron a culminar su 

desarrollo. 
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4.6. Análisis estadístico 

 

Los datos obtenidos de la evaluación de desarrollo embrionario en los tres momentos y en 

ambos sistemas (convencional, continuo) fueron almacenados y ordenados en una base 

de datos de Microsoft Excel. Luego estos se sometieron a la prueba estadística no 

paramétrica de Kruskall Wallis. El análisis se determinó usando el programa Number 

Crunching Statistical System (NCSS) 2022, v22.0.5. Con un nivel de significancia de α = 

0,05. 
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CAPÍTULO V 

 

Resultados y Discusión 

 

Se uso 224 ovarios y se recuperó 1084 ovocitos de calidad I, II y III. Los ovocitos se 

dividieron aleatoriamente en 542 para sistema de incubación convencional y 542 para 

sistema de incubación continuo. Los ovocitos maduros fueron 203 (37.45%) y 331 (61.07%) 

para sistema convencional y sistema continuo, respectivamente. El número de ovocitos 

fertilizados fue 185 de los cuales 73 fueron por cultivo convencional y 112 por cultivo 

continuo. 

 

5.1. Desarrollo embrionario in vitro a las 48 horas pos fecundación 

 

Los resultados de la evaluación del desarrollo embrionario a las 48 horas pos fecundación 

se presenta en la Tabla 3. 

 

Tabla 3   

Desarrollo embrionario in vitro de alpacas a las 48 horas pos fecundación según sistemas de 

incubación convencional y continuo 

 

 

Nota: Los datos porcentuales de obtuvieron en relación a los COCs maduros de cada sistema de 

producción embrionario in vitro. Letras diferentes (a) en la misma columna indican diferencia 

estadística, (p>0.05). 

 

El desarrollo embrionario temprano a las 48 horas pos fecundación fue similar (p>0.05) 

para los sistemas convencional y continuo. No se encontraron referencias bibliográficas 

para el sistema continuo en alpacas por lo que constituye el primer reporte a este respecto. 

Sin embargo, si existen referencias para los dos sistemas de incubación en vacunos 

(Huayhua et al., 2023) y humanos (Kahraman et al., 2013; Ahlström et al., 2022). Los 

resultados del presente trabajo son similares a los reportado en vacunos. Esta similitud se 

podría deber a varios factores, como la procedencia de los ovarios, la temperatura, el nivel 

de CO2 (Sjoblom y Liperis, 2019), el pH (Lane et al., 1998). La tasa de segmentación fue 

diferente y superior a los resultados del presente trabajo (sistema convencional 35.96% y 

Sistema 

 

COCs 

Maduros  
2 -4 células > 4 células Total 

n n % n % n % 

Convencional 203 55/203 27.09ª 18/203  8.87
a 

 73/203 35.96ª 

Continuo 331 86/331 25.98
a
 26/331  7.85

a  112/331 33.84
a
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sistema continuo 33.85%) que de vacunos (sistema convencional 82.1% y sistema 

continuo 83.7%). Esta diferencia se podría deber al tiempo de evaluación (48, 72 horas). 

Los cigotos que retardaron su división celular, tienen defectos cromosómicos y no llegan 

a completar su desarrollo (Van Blerkom et al., 2019). Por otro lado, se puede mencionar 

la falta de estandarización de protocolos de fertilización in vitro en alpacas (Ruiz, 2002). 

En vacunos, la manipulación de embriones está avanzada y con buenos resultados en 

transferencia embrionaria (Fernández et al., 2007; Gordon, 2003). 

  

En referencia a los reportes en humanos, tampoco existen diferencias con el presente 

trabajo (Kahraman et al., 2013; Ahlström et al., 2022). Esta ausencia de diferencias se 

podría deber a la falta del cambio de medio de cultivo (Or et al., 2019). La exposición de 

embriones al medio ambiente del entorno de FIV puede ser otra causa de falta de 

diferencia (Cohen et al., 2019). El enfriamiento de la placa de cultivo de embriones 

perjudica el desarrollo embrionario (Sjoblom y Liperis, 2019). La tasa de segmentación 

del presente trabajo fue 35.96 y 33.84% inferior a (Kahraman et al., 2013) a 91.38% se 

sistema convencional 82.28% por sistema continuo y (Ahlström et al., 2022) de 60.1% 

sistema convencional y 61.5% sistema continuo, respectivamente. Diferencias que 

podrían atribuirse a la técnica de obtención de ovocitos mediante la administración de 

hormonar, estimulación ovárica (Or et al., 2019). Las muestras en humanos proceden de 

la aspiración de ovocitos mediante la técnica OPU. Otra explicación sería el estrés 

ambiental que sufrieron durante la manipulación de COCs e inseminación in vitro (Lane 

et al., 1998; Cohen et al. 2019; Doherty et al., 2000) y la corriente de aire en el laboratorio 

que son fuente de agentes contaminantes y tóxicos para el embrión (Guns y Janssens, 

2019). Lo que también ocurre en humanos, pero en tiempos breves según el tipo de 

sistema de incubación (Cohen et al., 2019).  

 

En cuanto a los CSA se encontraron reportes de embriones obtenidos por sistema 

convencional con tasa de segmentación o clivaje que incluyen el total de cigotos 

escindidos entre 2, 4 y 8 células. El resultado del presente trabajo (35.96%) por método 

convencional fueron similares a Ruiz y Artica. (2021), con 35.6%, esta similitud se podría 

explicar por la condición que fue equilibrada el equipo de incubadora de CO2. Sin 

embargo, supera a los resultados de Pérez et al. (2017), 27.5%, Huanca et al. (2014), 

19.8%, Palomino et al. (2020), 16.53%, Gandarillas et al. (2022), 3.5% esta diferencia se 

atribuye al tiempo de transporte de ovarios al laboratorio, el tiempo de maduración que 

es esencial para la fecundación de estos ovocitos (Huanca et al., 2014; Huanca et al., 



39  

2009; Ruiz y Artica 2021), y la concentración de espermatozoides con que fueron 

inseminadas Pérez et al. (2017). Pero inferior al trabajo reportado por Landeo et al. 

(2022), con 55.4%, esta diferencia se podría atribuir al cambio del medio de cultivo cada 

cierto tiempo (Ciray et al., 2012) y la calidad del semen utilizado en el procedimiento 

(Arriaga et al., 2014; Apichela et al., 2015) el uso de suplementos en los medios de MIV, 

FIV y CIV y, además, en alpacas aún no están estandarizadas los protocolos de FIV (Ruiz, 

2022). 

 

5.2. Desarrollo embrionario in vitro a las 120 horas pos fecundación 

 

En la Tabla 4, se describe detalladamente la diferencia de la tasa de desarrollo de 

embriones en estado de mórula y de 8 blastómeras a los 5 días después de la fecundación 

in vitro, tanto en el sistema convencional como en el sistema continuo. 

Tabla 4   

Desarrollo embrionario in vitro de alpacas a las 120 horas pos fecundación según el 

sistema de incubación convencional y continuo. 

 

 

 
 

 

 

Nota: Diferencia entre la producción de mórulas y embriones de 8 células. Letras diferentes (a) 

en la misma columna indican diferencia estadística (p>0.05). 

 

La tasa de desarrollo embrionario de 8 células y mórula ambos sistemas de incubación 

fueron similares (p > 0.05) sin ninguna diferencia, sin embargo, los estudios realizados 

en humanos fueron diferentes al presente trabajo Barberet et al. (2018).  Esta diferencia 

se explicaría por la calidad de COCs y la maduración de COCs (Cohen et a., 2019) y la 

osmolaridad (Sjoblom y Liperis, 2019. La tasa de desarrollo embrionario de 8 células del 

presente trabajo (21.92%, 23.21%) es inferior a 26.6% 8 células sistema convencional y 

26.7% 8 células sistema continuo. El desarrollo embrionario a mórula es inferior el 

presente trabajo (45.2% y 39.29%) con 1.9% mórulas sistema convencional y 3.6% 

mórulas por sistema continuo (Barberet et al., 2018).  Diferencia que se explica por el 

tiempo de evaluación (día 5, día 3) y el estudio constante que permitió estandarizar 

protocolos de FIV en comparación con alpacas (Kovacs, 2014) y así como a la división 

asincrónica de los blastómeras (Palma., 2008; Gilbert, 2000; Barbeito et al., 2020). Un 

100% de desarrollo embrionario (Picha et al., 2021) que es superior a los resultados del 

Sistema 

Segmentados 8 células  Mórula total 

n n % n % n % 

Convencional 73 16/73 21.92ª 33/73  45.2ª 49/73 67.12ª 

Continuo 112 26/112 23.21
a
 44/112  39.29

a 
 70/112 62.5ª 
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presente trabajo. El mencionado evaluó a los 5 días pos ovulación. El presente trabajo se 

tomó en cuenta el día de fecundación in vitro y Picha et al. (2021), fue por empadre de 

alpacas. En el presente estudio los embriones se encuentran en medio de cultivo artificial 

y en el caso de Picha et al., (2021), en medio natural (oviducto). Esta diferencia indica 

que se necesita mejorar los componentes del medio de cultivo.  Sin embargo, Kahraman 

et al. (2013) no encontró diferencias entre sistemas convencional y continuo y la tasa del 

desarrollo embrionario son similares al presente trabajo con 43,77% de mórulas por 

sistema convencional y 39,78% de mórulas por sistema continuo esta similitud seria por 

razones del medio de cultivo continuo sin cambios durante el desarrollo embrionario in 

vitro (Or et al., 2019; Pérez et al., 2018) y la preparación y equilibrio de equipos de 

incubación (Cohen et al., 2019). 

 

Los reportes en CSA por sistema convencional de la tabla 4 con resultado de 45.20% de 

mórulas fue mayor a 17.4% reportado por Pérez et al. (2018) diferencia que sería 

explicada por el tiempo que fueron expuestos los embriones fuera de la incubadora.  Los 

embriones son muy sensibles a los cambios de aire (Rocha et al., 2016) de la primera 

evaluación, y menor a 89.0% reportado por Landeo et al. (2022), estas diferencias se 

podrían atribuir a los diferentes medios utilizados (Ruiz, 2022) como el medio de cultivo 

de embriones que interviene en el desarrollo de embriones a la fase de mórula (tasa de 

mórulas; Manrique y Taype, 2017). Pero similar a 46.2% y 42.5% al reporte de Berland 

et al. (2011); podría influir la preparación de 12 horas antes los medios de cultivo y el 

manejo del laboratorio (Cohen et al., 2019). La evaluación de mórulas no es frecuente 

debido a la fase crítica por la compactación, que requiere un control estricto como la 

temperatura y pH, para la formación del blastocele (Gardner y Balaban, 2016). En el 

presente trabajo se observó en gran cantidad mórulas frente a embriones de 8 células, esta 

razón podría ser explicada por Picha et al. (2021), quienes reportaron una tasa de 100% 

de desarrollo embrionario in vivo a estado de mórula a los 5 días pos ovulación. Se puede 

decir que el día adecuado para evaluar el desarrollo a mórula es el día 5 pero esto podría 

variar de acuerdo al medio de cultivo que se utiliza y a la especie (Pérez et al., 2018). 

 

5.3. Desarrollo embrionario in vitro de alpacas a las 168 horas pos fecundación 

 

El desarrollo embrionario a los 7 días pos fecundación se encuentran en blastocisto.  En 

esta etapa la evaluación se realizó de acuerdo a la estructura morfológica que determina 

la calidad de embriones, fueron clasificados en 4 categorías: excelente, bueno, regular y 
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malo (Tabla 5). 

 

Tabla 5   

Desarrollo embrionario in vitro de alpacas a las 168 horas pos fecundación según sistema de incubación 

convencional y continuo. 

 

Sistema 

Mórula y 

embrión 

de 8 

células 

Embriones de alta calidad Embriones de mala calidad 

Total 
Excelente Bueno Total Regular Malo 

Total 

n n % n % n (%) n % n % n (%) % 

Convencional 49 17/49 34.7ª 10/49 20.4ª 27 (55.1) 4/49 8.2ª 1/49 2 5 (10.2) 32 (65.3) 

Continuo 70 18/70 25.7ª 13/70 18.6ª 31 (44.3) 6/70 8.6ª 4/70 5.7 10 (14.3) 41 (58.6) 

Nota: Letras diferentes (a) en la misma columna indican diferencia estadística (p > 0.05). 

 

El presente trabajo con resultados comparativos de calidad embrionaria entre los sistemas 

convencional y continuo (Tabla 5), a los 7 días después de la fecundación in vitro, fueron 

similares (p>0.05). En CSA no se encontraron resultados de trabajos evaluando la calidad 

embrionaria por sistema continuo y por sistema convencional, pero en humanos y vacunos 

se encontraron trabajos realizados en ambos sistemas con resultados diferentes y 

similares. En vacunos se encontró una diferencia concluyendo que el mejor sistema de 

obtención de embriones es por sistema continuo la diferencia de estos resultados podría 

ser por el cambio de medio de cultivo durante su desarrollo temprano de embriones (el 

embrión durante el viaje del oviducto al útero sufren varios cambios), los embriones 

consumen y generan desechos que podrían perjudicar su desarrollo (Or et al., 2019) pero 

en la tasa de blastocisto de la tabla 5 del sistema convencional y continuo (65.3% y 58.6%) 

es superior frente a la tasa de blastocisto obtenidas en vacunos (30.7% y 42,8%) por 

Huayhua et al. (2023) con embriones viables de 39,58% y no viables 60.42% por sistema 

continuo superando el presente trabajo (44.3%) de embriones viables, esta diferencia se 

debería al cambio del medio de cultivo durante el desarrollo embrionario en vacunos 

(Wale y Gardner, 2016; Huayhua et al. 2023) debido a que los embriones son sensibles a 

cambios bruscos del ambiente (Wale y Gardner, 2016).  

 

En la evaluación de embriones viables de humanos por Kahraman et al. (2013); Chera-

aree et al. (2021) y Kirkegaard et al. (2012), no encontraron diferencias en ambos sistemas 

(convencional y continuo), concuerdan con el presente trabajo, pero son inferiores a la 

tasa de embriones viables frente a 64,31% convencional y 66,67% de Kahraman et al. 
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(2013) y 69% y 73% de Chera-aree et al. (2021). Esta diferencia seria por razones de 

manejo del laboratorio, tipo o tamaño de las incubadoras debido a que son responsables 

en regular el medio ambiente según el tipo de sistema de incubación (Swain, 2014; 

Meintjes, 2019), las instalaciones y la corriente de aire dentro del laboratorio (Boone, 

1999), la exposición de luz por periodos largos (los embriones que son expuestos a la luz 

por periodos largos son afectados en su desarrollo; Sjoblom y Liseris, 2019). Por otro 

lado, la Tabla 5 de la tasa embriones viables son superiores al trabajo de Kirkegaard et al. 

(2012), 24,9 % (continuo); 23,2 % (convencional), estas variaciones con respecto a otros 

trabajos podrían atribuirse a las diferencias en el manejo ambiental, la velocidad del 

operador de gametos y embriones, los cambios de temperatura en el momentos del cambio 

de los medios de cultivo y evaluaciones del desarrollo embrionario (Pollet-Villard y Levy, 

2018), por los medios utilizados desde la segmentación hasta el desarrollo de blastocisto 

(Van Soom et al., 2002) posteriormente afectando la implantación (Ng et al., 2000). 

 

Por el sistema convencional se encontraron reportes en la evaluación  y clasificación 

según la calidad del embrión; así Contreras et al. (2014) reportaron 5.3% de blastocisto 

de excelente calidad, 9.53% de buena calidad, 3.02% de regular calidad y 1.16% de mala 

calidad; en otro trabajo Laines et al. (2021) obtuvieron 8.49% de blastocistos de excelente 

calidad, 5.87% de buena calidad, 6.82% de regular calidad y 9.16% de mala calidad, 

ambos estudios muestran resultados inferiores al presente trabajo (Tabla 5). Por otro lado, 

Palomino et al. (2020) reporta resultados superiores, obteniendo 56.9% de embriones de 

excelente calidad, 31.4% de buena calidad, 9.8% de regular calidad y 2.0% de mala 

calidad.  Esta diferencia podría ser por razones de periodos de tiempo en que los embriones 

son manipulados fuera de la incubadora, la variación en la temperatura, el pH del medio 

y la humedad, lo que afectaría negativamente a los gametos y la calidad embrionaria 

(Chansel et al., 2023; Mahdavinezhad et al., 2019). Además, cuantos más se expongan al 

estrés en el laboratorio pueden resultar en sinergias negativas, que culminarían en un 

trauma significativo para el embrión en desarrollo (Awonuga et al., 2013; Mahdavinezhad 

et al., 2019). La calidad como las tasas de blastocisto obtenidas in vivo son superiores a 

las obtenidas in vitro, así Pacheco et al. (2016) obtuvo 57.2% d e  embriones de 

excelente calidad, 23.8% de buena calidad, 19.0% de regular calidad y 0 % de mala 

calidad; pues el desarrollo del embrión fuera del cuerpo significa que está constantemente 

expuesto a tensiones que no experimentaría in vivo, la exposición del oxígeno atmosférico 

(20%) y la acumulación de toxinas en los medios debido a la naturaleza estática del 

cultivo (Wale y Gardner, 2016). 
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CAPÍTULO VI 

 

Conclusiones 

 

 El desarrollo embrionario a las 48 pos fecundación bajo un sistema convencional 

y sistema continuo son similares. 

 
 La evaluación del desarrollo embrionario a las 120 horas pos fecundación por 

sistema convencional y sistema continuo no son diferentes. 

 
 No existe diferencia a las 168 horas pos fecundación por sistema convencional y 

sistema continuo.  
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Recomendaciones 

 
 Realizar un seguimiento del desarrollo embrionario in vitro de los cigotos con 

escisión temprana y tardía hasta el estadio de blastocisto. 

 
 Realizar un estudio comparativo del desarrollo embrionario in vitro con medio de 

cultivo embrionario de cambio obligatorio y medio de un solo paso. 

 
 Estudiar las tasas de implantación embrionaria pos transferencias embrionarias 

con embriones obtenidos de sistema continuo y convencional. 
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Anexos 

 

1.1. Anexo figuras 

 

 

Figura 1.  Obtención de ovarios a 37 °C 

 

Figura 2.  Aspiración de COCs. 

 

Figura 3.  Traslado de ovocitos a 

una placa Petri para su selección y 

lavado de COCs.



61  

 

Figura 4.  Medio de lavado de ovocitos. 

 

 

 

Figura 5.  Lavado y selección de COCs 

 

 

 

Figura 6. COCs de diferentes categorías. 
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Figura 7.  Ovocito de grado I. 

 
 

 

Figura 8. Ovocito de grado II. 

 

 

Figura 9.  Ovocito de grado III 
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Figura 10.  Ovocito de grado IV. 

 
 

. 

Figura 11.  Preparación de placas de 

cultivo. 
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Figura 12.  Incubadora de CO2 sistema 

convencional. 

 

 

Figura 13.  Incubadora del sistema 

continuo. 
 

 

  
 

Figura 14.  COC´s maduros (expansión 

de las células del cumulus). 

 
 

 

 



65  

 

Figura 15. Obtención de espermatozoides 

epididimarios. 

 
 

 

Figura 16.  Verificación de la motilidad de 

espermatozoides. 
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Figura 17.  Embriones a las 48 horas pos fecundación por sistema convencional  

Nota: A) Embrión >4  blastómeras. B) Embrión con 4 blastómeras. C) Embrión con 2 

blastómeras. 

 

 

 
 

 

Figura 18. Embriones a las 48 horas pos fecundación por sistema continuo. 

Nota: A) Embrión con > 4 blastómeras. B) Embrión con 4 blastómeras. C) 

Embrión con 2 blastómeras. 
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Figura 19. Embriones a las 120 horas pos fecundación por sistema 

convencional. 

Nota: Embriones de estadio: A) Mórula. B) Embrión con 8 

blastómeras. (40X). 
 

 

 

Figura 20. Embriones de 120 horas pos fecundación del sistema 

continúo. 

Nota: Embriones del estadio: A) Mórula. B) Embrión con más 

8 blastómeras (40X). 

 B 
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Figura 21. Embriones de 168 horas pos fecundación del 

sistema convencional. 

Nota: Embriones según la calidad (40X): A) Embrión 

excelente. B) Embrión bueno. C) Embrión regular. D) 

Embrión malo 

  

  



69  

 

 

  

 

 

Figura 22. Embriones de 168 horas pos fecundación del sistema 

continúo. 

Nota: Embrión de 7 días de acuerdo a su calidad (40X): A) 

Embrión excelente. B) Embrión bueno. C) Embrión regular. D) 

Embrión malo 
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1.2. Anexo tablas 
 

Tabla 6. 

 

Preparación de medio para lavado de espermatozoides (SP-TALP). 
 

 

N° Componentes: concentración 100ml 

1 NaCL 100 mM 0.584 g 

2 Kcl 3.1 mM 0.0231 g 

3 NaHCO3 25 mM 0.21 g 

4 NaH2PO4 0.3 mM 0.0036 g 

5 Lactato de Na 21.6 mM 368 Ul 

6 CaCl2(2H2O) 2 mM 0.0294 g 

7 MgCl2(6H2O) 0.4 mM 0.0081 g 

8 Hepes 10 mM 0.238 g 

9 Rojo fenol 0.50% 100 uL 

10 Agua ultra pura 
 

Completar a 100 mL 

 

 

 

 

 

 

 
  


