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EVALUACION DE DOSMETODOS DE CRIOPRESERVACION DE
EMBRIONESDE LLAMASSOBRE LASTASASDE SUPERVIVENCIA
INVIVOE IN VITRO

EvaLuatioN oF Two EMBRYO CRYOPRESERVATION M ETHODS IN LLAMA ON THE IN
VIVO E IN VITRO EMBRYONIC SURVIVAL RATES

Martha Vasquez E.}, Sergio Cueva M 1, Aida Cordero R.2, Mario Lino Gonzales C.3,
Wilfredo Huanca L .4°

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de dos métodos de criopreservacion
sobrelasupervivenciain vivo ein vitro deembriones dellama. Serecuperaron 73 embrio-
nes en estadio de blastocisto eclosionado mediante unatécnicano quirdrgicaalos 6.5
dias post servicio en [lamas superestimuladas. Las |lamas receptoras se distribuyeron
aleatoriamente en grupo Control (n = 14), de vitrificacion (n=30) y de congelacion lenta
(n=29). Paralavitrificacion, |os embriones fueron expuestos alasolucién de vitrificacion
(SV) conteniendo 20% Glicerol + 20% Etilenglicol + 0.5M Sucrosa + 10% suero fetal
bovino (SFB) + 50 pg/ml sulfato de gentamicina, y sumergidos en nitrégeno liquido
dentrodepajillasde 0.25 ml. Paralacongel acién lenta, los embriones fueron expuestos a
fosfato buffer salino (PBS) con 1.5 M de Etilenglicol + 10% de SFB + 50 ug/ml de sulfato
de gentamicina, aspirados en pajillas de 0.25 ml, y enfriados a una tasa de descenso de
0.12 °C/min hasta 5 °C y, luego, en la boca del tangque de nitrégeno, se continud el
descenso aunatasade 5 °C /min hasta-20 °C por 5 min, y luego se sumergieron en el
nitrégeno liquido. En ladescongel acién se utilizaron sol uciones de diluci6n conteniendo
dos concentracionesde sucrosa: 0.5M y 0.2 M paracongelacionlentay 0.25M y 0.12M
para vitrificacion. Se realiz6 una evaluacién in vivo a todos los embriones del grupo
control y al 50% delos embrionesdelos dos grupos experimental es, mediantetransferen-
ciadirectaahembras receptoras previamente sincronizadas. El diagnéstico de prefiez se
Ilevd acabo por ecografiatransrectal alos 20y 30 dias. Laprefiez fuede 4/13,2/12y 0/11
paralas receptoras de los grupos Control, Vitrificados y Congelacion lenta, respectiva-
mente, sin diferenciaestadistica. Paralaevaluacionin vitro, losembrionescriopreservados
fueron cultivados en PBS + 20% SFB, en unaatmosfera compuesta por 5% de CO,, 20%
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de O,y 75% de N,, durante 1 h a 39 °C, y se observé su re-expansion mediante la
observacién de su morfologia. Se obtuvo 75.0% (9/12) de re-expansion en embriones
vitrificadosy 57.1% (4/7) en embriones congel adoslentamente (4/7), sin diferenciasigni-
ficativa. Los resultados permiten concluir que lavitrificacion podria ser el método ade-
cuado parala criopreservacion de embriones de llama.

Palabr as clave: [lama, vitrificacion, congelacién lenta, prefiez, reexpansion

The aim of the study was to evaluate in llama embryos the effect of two
cryopreservation methods on thein vivo andinvitro survival rate. Seventy threehatched
blastocysts were recovered by a non-surgical technique at day 6.5 after mating from
superstimulated llamas. Receptors were randomly allocated to a control group (n=14),
vitrification (n=30) and slow freezing (n=29). On vitrification, embryoswere exposed to a
vitrification solution (V' S) containing 20% Glycerol + 20% Ethyleneglycol + 0.5M Sucrose
+ 10% fetal calf serum (FCS) + 50 pg/ml gentamicin sulfate, and then plunged into liquid
nitrogen in 0.25 ml straws. On the slow freezing, embryos were exposed to phosphate
buffer saline (PBS) with 1.5 M Ethylene glycol + 10% FCS + 50 pg/ml gentamicin sulfate,
loaded in 0.25 ml straws, and cooled at a rate of 0.12 °C/min to 5 °C. Then, further
temperature decrease at 5 °C /min rate, to -20 °C, for 5 min at the mouth of the nitrogen
tank; finally strawswere plunged into liquid nitrogen. For thawing, two dilution solutions
were used composed of two sucrose concentrations: 0.5 M and 0.2 M for slow freezing,
and 0.25 M and 0.12 M for vitrification. An in vivo evaluation was performed in all
embryos of the control group and in 50% of the experimental groups by direct transfer
into previously synchronized femal e recipients. Pregnancy diagnosiswas carried out by
transrectal ultrasound evaluation at 20 and 30 days. Pregnancy wasin 4/13, 2/12, and 0/
11 inrecipientsfrom control, vitrification and slow freezing groups respectively, without
significant difference. For thein vitroeval uation cryopreservated embryoswere cultured
in PBS+ 20% FCSunder atmosphere compose of 5% CO,, 20%0,, and 75% N, at 39 °Cfor
1 h, then reexpansion was recorded by morphological characteristics. Embryo reexpansion
was 75% (9/12) invitrified embryosand 57.1% (4/7) in slow freezing embryos, and without
significant difference. It was concluded that vitrification could be a suitable method for
[lama embryo cryopreservation.

Key words: llama, vitrification, slow freezing, pregnancy, reexpansion

INTRODUCCION

Los avances en lacriobiologia, labiolo-
gia celular y la embriologia de animales do-
meésticos han hecho capaz € desarrollo de
metodologias de preservacion de embriones
de varias especies domésticas (Dobrinsky,
2002) y, recientemente, en llamas (Palasz et
al., 2000; Aller et al., 2002). La
criopreservacion, junto ala transferencia de
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embrioneseinseminacion artificid, esunade
lastécnicas que puede contribuir a incremen-
to delaproductividad animal, ya que permite
lapreservacion y transporte de germoplasma
(Dobrinsky, 2002) y, por lo tanto, se
incrementa la posibilidad de incrementar €
nimero de crias por hembraalo largo de su
vida reproductiva.

En la criopreservacion de embriones se
tiene el méodo convencional, que consiste
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en una congelacion lenta, y € método de
vitrificacion, que consiste en un enfriamiento
muy rapido. Existen reportes de embriones
de dromedarios (Camelus dromedarius)
crioservados con e método convenciona con
resultados de prefiez rel ativamente baj os (8%,
Nowshari et al., 2005; 32% Skidmoreet al.,
2004). Kaidi et al. (2001) compararon €l
efecto de ambos métodos sobre la morfolo-
giay metabolismo del blastocisto bovino pro-
ducido in vitro, observando disminucion en
el consumo de glucosa, piruvato y oxigeno
en lacongelacion lenta, ademas de un incre-
mento en la actividad glucolitica, indicando
un efecto de estrés.

Lavitrificacion permitelaconservacion
de tgidos y cdlulas sin formacion de crista
les de hidlo, y ha mostrado ser un método
apropiado para la criopreservacion de em-
briones, lograndose obtener crias vivas de
varias especies domesti cas despuésdetrans-
ferir embriones criopreservados por estatéc-
nica; por gemplo 50% de prefiez en oveas
(Papadopoulos et al., 2002).

Se han redlizado pocos estudios sobre
los efectos de la criopreservacion en lavia-
bilidad embrionariaen llamas (Pdasz et al.,
2000; Alleret al., 2002; Lattanzi et al., 2002),
dedli que d objetivo ddl estudio fue evauar
la supervivencia embrionaria in vivo e in
vitro de embrionesde llama, criopreservados
mediante |os métodos de vitrificacion y con-
gelacion lenta

Lugar de Estudio

La fase de coleccion y evauacion de
embriones in vivo se redizé en € C.I.P.
Quimsachata, dd Instituto Naciona de In-
novacion Agraria (INIA), ubicado en € de-
partamento de Puno, durante los meses de
febrero y marzo de 2008. La evaluacion in
vitro seredliz6 enlaseccion de Biotecnologia
Reproductiva del Laboratorio de Reproduc-
cion Anima de la Facultad de Medicina Ve-
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terinaria, Universidad Naciona Mayor de San
Marcos, Lima

Animalesy Embriones

Se utilizaron 59 |lamas hembras adultas
(23 donadorasy 36 receptoras) de 3 a6 afios
de edad, con pesos promedio de 115 kg. Los
animales presentaron un excelente historia
reproductivo y buenas condiciones fisiol ogi-
cas. Todas recibieron  mismo manegjo (au-
sencia de macho) y fueron dimentadas sin
restricciones sobre pasturas naturales.

El criterio de seleccion para las hem-
bras donadoras fue la presenciade un folicu-
lo >7 mm determinado mediante ultrasono-
grafia transrectal con un ecégrafo ALOKA
SSD 500y transductor lineal Modo B de 7.5
MHz. Estos animales fueron sometidos a un
protocol o de estimulaci 6n ovarica, descrito por
Huanca (2005), y servidos dos veces, a in-
tervaos de 12 horas, con machos de fertili-
dad comprobada. Se aplicd una dosis de 0.4
mg de acetato de buserelina via i.m. para
asegurar laovulacion.

L os embriones fueron recuperados por
un método no quirdrgico alos 6.5 dias de la
monta (Huanca, 2005). Se colectaron 73
embriones en estadio de blastocisto. La cali-
dad delos embrionesfue de excelente o bue-
na (Grado 1) y regular (Grado 2), segin €
criterio de clasificacion de la International
Embryo Transfer Society (IETS, 1998), adap-
tado parad estudio. ASmismo, serediz6 una
medicion del diametro de los embriones, pre-
vio a procedimiento experimental de
criopreservacion, empleando una escala
micrométricaen € objetivo ddl estereoscapio.

Disefio Experimental

Los embriones fueron aeatoriamente
distribuidos en tres grupos experimentaes,
bajo un disefio completamente randomizado:
G1, Grupo contral: embrionesfrescos (n=14);
G2, embriones vitrificados (n=30); y G3, em-
briones congel ados lentamente (n=29). Para
la evaluacion in vivo (transferencia
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embrionaria), losembrionesfueron transferi-
dos a las receptoras de la siguiente manera:
G1, 14 embriones frescos en 13 receptoras
(n=13); G2, 16 embriones vitrificados en 12
receptoras (n=12); G3, 11 embriones conge-
lados|entamente en 11 receptoras (n=11). Los
embriones restantes (G2, n=12; G3, n=7) se
utilizaron enlaevaduacionin vitro. Paraefec-
tos ddl estudio, solo se utilizaron los embrio-
nes con un diametro menor a 280 ?m.

Criopreservacion

En & méodo de vitrificacion se utilizd
e protocolo reportado por Von Baer et al.
(2002) con modificaciones. Se utilizo dos so-
luciones, una solucion de equilibrio (5% gli-
cerol + 5% etilenglicol + 0.2 M sucrosa +
10% suero fetal bovino + 50 ?m/ml genta-
micing) a 25 °C, donde & embrion permane-
ce por 5 min, y una solucion de vitrificacion
(20% glicerol + 20% etilenglicol + 0.5 M
sucrosa+ 10% suero fetal bovino + 50 ug/ml
gentamicing) donde se mantiene al embrion
por 1 min. El embrién se coloca en pguelas
de 0.25 ml (1 embrién por pgueld) y es su-
mergido de inmediato en € nitrégeno liquido.

En d méodo de congelacion lenta se
usaron |os protocol os descritos por Palasz et
al. (2000)y Lattanzi et al. (2002). Losembrio-
nes se colocaron en solucion de congelacion
(10% etilenglicol + 10% SFB + 50 ?m/ml de
gentamicing) a 26 °C durante 5 miny enva
sados en pgjuelas de 0.25 ml. El descenso de
temperaturaserealizd aunatasade 0.12 °C/
min en 3 horas, luego a5 °C hasta-20 °C, y
finamente se sumergieron las pgjuelas en
nitrégeno liquido.

Descongelacion de Embriones

Las pajuelas fueron extraidas del tan-
gue de nitrogeno, mantenidasa ambiente por
10 sy colocadas a 37 °C por 1 min. De dli,
los embriones vitrificados fueron vertidos en
una solucién de 100 pL de sucrosa0.5 M e,
inmediatamente, a otra de igual concentra-
cién por 5 min 'y después a unatercera solu-
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cién de sucrosa 0.2 M por 5 min. Pogterior-
mente, fueron lavados 3 veces con PBS +
20% Suero Fetal (Von Baer et al., 2002). En
el caso de los embriones congelados en for-
ma lenta, las primeras dos soluciones de
sucrosafueron 0.25 M y ladltimafue 0.12 M.

Cultivo de Embriones Descongelados

Paralaevauacion in vivo, los embrio-
nes se cultivaron por 2hen 100 uL dePBS+
20% de Suero Fetal a35 °C. Paralaevalua-
cionin vitro se cultivaron por 1 ha39 °C a
5% de CO,, 20% de O, y 75% de N.

Evaluacién in vivo

Dieciséisembriones vitrificadosy 11 de
congelacion lenta fueron transferidos a 12 y
11 receptoras, respectivamente; mientras que
14 embriones frescos (control) fueron trans-
feridos a 13 receptoras. Para la transferen-
cia, los embriones se colocaron en paguelas
de0.25ml y se depositaron en e cuerno ute-
rino ipslateral a cuerpo IUteo alos 6.5 dias
post-induccion de la ovulacion. El diagnésti-
co de gestacion seredlizé por ecografiaalos
14y 24 dias después de latransferencia, de-
termindndose la presencia o0 ausencia de la
vesicula embrionaria.

Evaluacion in vitro

Doce embrionesvitrificadosy 7 de con-
gelacion lenta fueron lavados tres veces en
solucién de 500 pl de PBS + 20% Suero Fe-
ta, paraluego dd cultivo, verificar 5 lamor-
fologiafue smilar alamorfologiapreviaala
criopreservacion. Luego, seredizé latincion
de los embriones para determinar la viabili-
dad de las células embrionarias mediante las
ateracionesanivel de membranaplasmética
Se utilizd ioduro de propidio (PI, Sigma) y
bisbenzimida (BIS, Hoechst 3342, Sigma). El
ioduro de propidio es un marcador de &cido
nucleico que ingresa solo a células con ate-
raciones en laintegridad de membrana, mien-
tras que € bisbenzimida ingresa a todas las
céulasy se une a DNA celular. En células
con ateraciones de membrana, lafluorescen-
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ciadel BIS es disminuida por € PI, € cual
absorbe esta energia y emite fluorescencia
roja

El procedimiento detincion consistio en
incubar los embriones en PBS con 10 pg/ml
Pl a39 °C por 15 min, luego fijados en 70%
de etanol helado (5 °C) por 5 min. Después,
s les trangfiri6 a etanol con 10 pg/ml BIS a
temperaturaambiente por 5 min; y, findmen-
te, fueron colocados en una gota de glicerol
en una lamina portaobjetos, cubierto con un
cubreobjetos, y observados en un microsco-
pio de fluorescencia modelo Zeiss KB-L8
(Kaidi et al., 2001). Laviabilidad embrionaria
se determinG mediante la observacion de nd-
cleos fluorescentes color azul.

Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados mediante
Chi-Cuadrado y la prueba de Fisher Exacta
para determinar posibles asociaciones entre
los tratamientos con la tasa de prefiez, y en-
trelacaidad embrionariaantesy despuéscon
la tasa de prefiez durante la evaluaciéon in
vivo.

La prueba de Fischer exacta fue em-
pleada para determinar la probable asocia-
cion entre los tratamientos con la tasa de
reexpansOn y asociacién entrelostratamien-
tosy lacalidad embrionariain vitro. Los an&
lisis estadigticos fueron redlizados emplean-
do @ programa estadistico STATA v. 10.0
(StataCorp, Texas USA).

La frecuencia de animales gestantes,
luego de la transferencia, no fue
estadisticamente diferente entre los embrio-
nes frescos (4/13), vitrificados (2/12) y con-
gelados lentamente (0/11). El didmetro em-
brionario fue estadisticamente similar en las
vacas que recibieron los embriones frescos
(337 = 35 um), vitrificados (290 £ 35 um), y
congelados lentamente (319 £ 29 um). As-
mismo, € didmetro del cuerpo I(teo de las
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receptoras fue de 10 £ 1 mm, sin diferencia
entre grupos.

Aller et al. (2002), reportaron una ma-
yor tasade prefiez con embriones vitrificados
en comparacion con |los resultados del pre-
sente estudio; sin embargo, solo trabgaron
con 4 animaes. Por otro lado, en congela-
cion lenta solamente se hareportado 32% de
preflez en dromedarios (Camelus
dromedarius) (Skidmore et al., 2004). Las
diferencias pueden ser atribuidas a tiempo
de exposicion y tasa de descenso de tempe-
ratura. La menor tasa de descenso de tem-
peratura ocasiona una entrada de los
crioprotectores permeables ala célulay una
deshidratacion muy lenta, lo que conllevaala
formacidn de higlo intracdlular (Fair et al.,
2001). Ello explicaria€l posible dafio ocasio-
nado en los embriones de este grupo y su
fracaso en laviabilidad in vivo.

El didmetro embrionario también podria
estar relacionado a éxito de la criopreser-
vacion, ya que embriones més grandes, de
mayor volumeny liquido intracelular, tendrian
mayor probabilidad de obtener unadeshidra-
tacionincompletadurantelacriopreservacion,
con € consiguiente dafio celular por forma-
cién de cristales de higlo. Se reporta una fa-
llaenlatransferenciade embriones en equinos
cuando losembrionesfueron mayoresde 300
?m de didmetro (Eldridge-Panuska et al.,
2005). En @ presente estudio, |as receptoras
gue mantuvieron los embriones recibieron
embriones vitrificados de un diametro de 280
?m, sendo d didmetro promedio de todoslos
embriones del experimento de 302+ 17 ?m.

Es posible que embriones de llama, en
estadios méas tempranos, y con menor dig
metro, serian mas adecuados para ser
criopreservados, ya que en un estudio previo
con alpacas, blastocistos liberados de 7 dias,
con un diametro promedio de 450 pm,
vitrificados y transferidos a receptoras no
produjo ninguna prefiez (Vasquez et al.,
2007). Por € contrario, Skidmoreet al (2004)
reportaron prefieces utilizando 21 blastocistos
de 6 dias. El protocolo empleado en ese estu-
dio fue digtinto al utilizado en € presente
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Cuadro 1. Calidad embrionaria antes y después de descongelacion invitro

Pre criopreservacion Post descongelacion  pisminucion
Grado  Grado Grado Grado Grado encalidad
1 2 1 2 3 (n)
In vivo
Vitrificacion (n=12) 6 6 7 1/122
Congelacion (n=11) 10 1 7 6/11°
Invitro
Vitrificacion (n=12) 4 8 3 4 5 3/122
Congelacion (n=7) 4 3 2 2 3 472

b valores con letras diferentes dentro de método de evaluacion son significativamente diferentes

(p<0.05)

trabg o; snembargo, incluyd lasmismas con-
centraciones de los crioprotectores
permeables.

Otro factor determinante que no puede
dgarsedelado esd estado nutricional delas
receptoras. Whitaker et al. (1993) encontra-
ron menor liberacién de LH en respuesta a
inyecciones de GnRH, y Pereyray Linares
(1986, citado por Rutter, 2008) encontraron
menores niveles de progesterona en vacas
subalimentadas. Los animales experimenta-
les fueron alimentados con pasturas natura-
lesy estefactor nutricional podriahaber oca-
sionado una menor funcionaidad del cuerpo
luteo y, en consecuencia, mortalidad
embrionaria temprana.

Se observé variacion estaditica de la
calidad embrionaria post descongelacion en
ambos métodos de criopreservacion, aunque
esto se observé mayormente en los embrio-
nes que fueron destinados alaevauacion in
vivo (Cuadro 1). Es importante hacer notar,
gueenlaevauacion in vitro, durante € pro-
ceso de dilucion del crioprotector (salida del
crioprotector), seregistraron las caracteristi-
cas morfoldgicas embrionarias normales y
anormales.
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La calidad del embrion parece estar
influenciada por € tratamiento superesti-
mulatorio de la donadora, debido probable-
mente a los cambios hormonales en los flui-
dosfolicularesy estructurales en los oocitos,
los cuales podrian afectar la fertilizacion y
desarrollo embrionario temprano (Callensen
et al., 1986). También existe una estrecha
relacion entre la calidad embrionaria con la
futura tasa de prefiez (Abe et al., 2002).

Entre los cambios morfol 6gicos anorma:
les que se observaron en los embriones con-
gelados por ambos métodos esta la pérdida
celular, vista como una descamacion de ce-
lulas, lacud se podriaatribuir alapérdidade
las conexiones intercelulares en las cdulas
trofoblasticas, lo cual ha reportado en em-
briones bovinos vitrificados, y seriatambién,
la causa del colapso del blastocele (Vata et
al., 1997). Ademés, se observo que agunos
embriones permanecieron contraidos, debido
probablemente a la destruccién irreversible
delosfilamentos de actina, congtituyentes del
citoesqueleto de todas la células eucariotas,
causado posiblemente por dafio osmatico,
como ha sido reportado en embriones
porcinos (Lang et al., 1998).
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Figura 1. Embriones de llama en estadio de blastocisto eclosionado evaluados in vitro luego de
1 h de cultivo post descongelacion. Embriones del grupo vitrificacion (A) y congela
cion (C) que expandieron, y embriones del grupo vitrificacion (B) y congelacion (D)
gue no expandieron. Notese @ oscurecimiento embrionario y pérdida o desprendimien-

todecdlulasen By D.

Figura2. Blastocisto liberado del grupo vitrificacion, tefiido con la doble tincion fluorescente de
ioduro de propidio (P1) y bisbenzimida (Hoechst), luego de 1 h de cultivo post-descon-
gelacion. Nétese nucleos emitiendo fluorescenciaazul (tincién de Hoechst) enlazona
perimétricadel embridn, los cuales representan nlcleos de cdlulas viables. Un menor
porcentaje de nucleos que emitieron fluorescencia roja representan a las células no
viables, y se ubicaron en la zona central.

La reexpansion embrionaria es una in-
dicacion de laviabilidad embrionaria, ya que
muestra la capacidad que tiene & embridn
para poder eliminar el crioprotector,
rehidratarsey recuperar suformainicial pre-
viaalacriopreservacion. Durante la evalua-
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cion invitro, € 75% (9/12) de los embriones
vitrificados se reexpandieron, en tanto que d
57.1% (4/7) de los embriones sometidos a
congelacion lenta presentaron reexpansion,
no sendo sgnificaiva esta diferencia (Fig. 1).
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El porcentaje de embriones que
reexpandieron en € grupo vitrificacion con-
cuerda con € estudio realizado por Men et
al. (2005), donde un dto porcentge de em-
briones vitrificados y que presentaron cam-
bios morfol 6gicos normal es se restablecieron
luego de un cultivo in vitro. Por otro lado, la
tasa de reexpansion embrionariain vitro de
embriones congelados ddl presente estudio
(57.1%) es menor a lo reportado en otros
estudios (90%, Palasz et al., 2000; 63.2%,
Lattanzi et al., 2002) alas 12 y 24 horas del
cultivo, respectivamente. Aungue la
reexpansion de los embriones del estudio no
fue total, debido posiblemente a corto perio-
do decultivo (1 h), los resultados indican que
la vitrificacion fue e método que produjo
menos dafio alas células embrionariasy per-
mitié mayor viabilidad in vitro, en compara-
cién alacongelacion lenta

El porcentgje de cdulasviablesy no via-
bles de tres embriones vitrificados post-des-
congelacion fue medido a través de una
tincion fluorescente (doble tincidn de ioduro
de propidio/ bisbenzimida, Hoechst). Se con-
t6 un promedio de 919 nlcleos, delos cuaes
633.7 (69.0%) emitio fluorescenciaazul (Fig.
2). Esto permite reafirmar que e método de
vitrificacion dafié a un menor porcentgje de
células embrionarias, |o que se traduce en un
mejor prondstico de la futura viabilidad del
embrion.

Los embriones de llamas, d igua que
los embriones de porcinos y bovinos, pare-
cen ser epecidmente sensibles a enfriamien-
to (von Baer et al., 2002), por poseer mayor
cantidad de lipidosintracelulares (Nagashima
et al., 1999; Pereiray Marques, 2008). Esta
caracterigtica podria disminuir su tolerancia
alos dafios causados por lacriopreservacion,
lo que haria que los embriones de caméidos
sudamericanos necesiten de un procedimiento
de criopreservacion que disminuyad tiempo
de exposicion atemperaturas criticas, como
sucede en lavitrificacion.
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L os resultados permiten concluir que €
método de vitrificacion en embriones de lla
ma produjo mayor viabilidad in vitro que el
método de congelacion lenta
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